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Synthese der ,,Auxin-glutarsdiure“ und einiger Isomerer. 
15. Mitteilung tiber pflanzliche Wachstumsstoffe?). 


Von 
Fritz Kégl und Hanni Erxleben. 
(Teilweise mitbearbeitet von R. Michaelis und H.S. Visser.) 
Mit Tafel I. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1935.) 


In der 10. Mitteilung dieser Arbeitsreihe haben wir auf 
Grund der bisher vorliegenden Abbauergebnisse fiir Auxin-a 
Formel I abgeleitet. Auxin-a, sowie auch Auxin-b liefern bei der 
Oxydation mit Kaliumpermanganat in sodaalkalischer Liésung 
eine Glutarsiure der Formel C,,H,,0,, fiir die wir wegen ihrer 
groBen Bedeutung fiir das Konstitutionsproblem im folgenden 
den Namen ,,Auxin-glutarsiiure“ einfiihren wollen. Es gibt etwa 
1200 strukturisomere Glutarsiuren der C,,-Reihe, abgesehen von 
den zugehérigen optisch-aktiven Formen. Um die Auxin-glutar- 
siure dem oxydativen Abbau mit Bleitetraacetat zugiinglich zu 
machen, wurden in den beiden a@-Stellen Hydroxyle eingefiihrt 
und der Di-ester grignardiert. Das gebildete Doppelglykol konnte 
nun der Criegee-Spaltung unterworfen werden, wobei ein f-Di- 
keton mit 11 C-Atomen entstand. Dieses lieB sich durch Alkali 
in rechtsdrehende @-Methylbuttersiure und in racemisches 3-Methyl- 
pentanon-2 aufspalten. Unsere C,,-Siure ist demnach eine 
a, (Formel II). 

CH, CH, CH, 
| 
I CH,—CH,—-CH—CH CH—CH—CH,—CH, 
cH-coon 
CH, CH, CH, 
II vH—dH—CH,-cH, 


1) 14, Mitt., Ber. chem. Ges. 68 (A), 16 (1935); 13. Mitt., Diese Z. 228, 
113 (19384). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXV. 13 
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182 Fritz Kégl und Hanni Erxleben, 

Es gibt 10 stereoisomere «,«’-Di-(sek.-butyl)-glutarsiiuren, 
Obschon das 3-Methyl-pentanon-2 bei der Alkalispaltung racemisiert 
worden ist, lieB sich die Konfiguration an seiner Methylverzweigung 
doch ableiten; sie mu8 namlich jener der (+)a-Methylbuttersiure 
entsprechen, da andernfalls unser C,,-f-Diketon eine Mesoform 
wire, die bei der Spaltung keine optisch aktive a-Methylbutter- 
sdure liefern kénnte. Hierdurch konnten die Formeln [IIT], [IV], 
[Va], [Vb] ausgeschlossen werden, da sie bei den Methyl- 
verzweigungen mesoide Konfiguration zeigen. 


C,H, C,H, C,H, C,H, 
H—C—CH, H,C—C—H H—C_CH, H,C—0_H 
H—C—COOH H—G_COOH HOOC—-O_H 

bu, ou, bu, bu, 
H_—6—COOH HOOC_G—H H—¢—cooH 
H—O_CH, H,C_U—H H—C_CH, 

bu, bu, bn, 

(TIT) [Va] [Vb] 

C,H, C,H, C,H, C,H, 
H—C—CH, H,C——H H,C—C_H 
HOOC—C_H H—C_COOH HOOC_0_H 

bu, bu, On, 
H—C—COOH HOOC—U_H HOOC_6_H 

én, bu, Ou, bu, 

Via VIb Vila VIIb 

C.H, C,H, 
H_—C_CH, H,C—-C_H 
HOOC—¢_H 
bu, bu, 
H—C—COOH 
H,C_¢_H H_O_CH, 
du, OH, 

Villa 
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Synthese der ,,Auxin-glutarsiure“ und einiger Isomerer. 188 


Von den verbleibenden 6 Stereoisomeren Bi 3 weitere aus- 
zuschlieBen, da die Konfiguration an den Methyl-Verzweigungen 
mit jener der rechtsdrehenden a-Methylbuttersiure iiberein- 
stimmen muf. Die Frage, ob nun fiir unsere Auxin-glutar- 
siure die a- oder b-Formeln der Antipodenpaare VIa, b, 
Vila, b und VIIIa, b in Betracht zu ziehen sind, hingt mit der 
sterischen Zuordnung der beiden w-Methylbuttersiuren zusammen, 
d.h. mit der Frage ob ,,die rechtsdrehende «-Methylbuttersiure 

COOH COOH 


! | 
HC—CH, oder H,C—CH _ geschrieben werden muf, nachdem 


| 
OH, 
COOH 
der rechtsdrehenden «-Oxybuttersiure die Formel HO—¢H 
OH, 
zuerteilt ist im Zusammenhang mit der Glukose. Man setzt 
sich --- der Gefahr einer spiteren Korrektur aus, wenn man 
der rechtsdrehenden Valeriansiiure eine der beiden obigen Raum- 
formeln, und zwar entsprechend einem Vorschlag von P. A. Levene 
die zweite zuerteilt.“ 

Obschon wir diese von K. Freudenberg!) geiiuBerten Be- 
denken durchaus teilen, méchten wir der Einfachheit halber an 
der erwdhnten Schreibweise von P. A. Levene festhalten und 
demgem&B die b-Antipoden der 3 Formelpaare streichen. Es 
verbleiben demnach fiir die Auxin-glutarsiure die Konfigurations- 
formeln VIa, VIIa und VIIIa. 

Fiir die Praxis der Synthese unserer Auxin-glutarsiure 
spielen die zuletzt angefiihrten theoretischen Betrachtungen iiber 
die Schreibweise an den Methylverzweigungen keine Rolle; unser 
Plan bestand nimlich darin, ein optisch aktives Ausgangsmaterial 
zu wihlen, das in der Konfiguration der «-Methylbuttersiure 
entsprach, so daB theoretisch nur drei isomere Siuren ent- 
stehen konnten. Wir muBten diesen Weg einschlagen, da eine 
von inaktiven Materialien ausgehende Synthese der «,e’-Di- 
(sek.-butyl)-glutarsiiure notwendigerweise zu einem Gemisch der 
zehn Stereoisomeren gefiihrt hitte, dessen optische Spaltung véllig 
aussichtslos gewesen wiire; auch fiir den Vergleich mit unserer 


1) K. Freudenberg, Stereochemie, Leipzig u. Wien, Verlag Franz 
Deuticke, 1933, und zwar S. 679. 
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Abbausiiure hatte die Darstellung eines solchen Isomerengemisches § 


keinen Wert gehabt. 
Ausgangsmaterial fiir unsere Synthese ist die rechtsdrehende 


3-Methylpentansiure ([X), die nach den Untersuchungen von f 
P. A. Levene und R. E. Marker’) konfigurativ mit der (+) a-Me- F 


thylbuttersiiure tibereinstimmt. Leider ist die Darstellung dieser 


Siure auBerordentlich zeitraubend. C. Neuberg und B. Rewald’) 


haben eine Methode zur Spaltung der 3-Methylpentansiiure aus- 


gearbeitet und dabei gefunden, die Reindarstellung der 
optischen Antipoden wegen der iiberaus geringen Krystallisations- 
geschwindigkeit ihrer Brucinsalze 3—4 Monate in Anspruch nimmt. f 
Wir muBten die Erfahrung dieser Autoren bestitigen, konnten f 
aber wenigstens die fiir die Spaltung erforderliche Zeit auf die > 


Halfte herabsetzen. ‘Trotzdem haben wir diese Methode bei- 


behalten, da die von W. Marckwald und E. Nolda*) angegebene § 


Synthese zur Darstellung gréferer Mengen viel zeitraubender war. 


Auch die Bereitung der Siure nach von Romburgh *) (durch f 
Oxydation von rémischem Kamillenél) haben wir nicht heran- | 
gezogen, da wir fir unsere Synthese nicht von einem Natur- | 


produkt ausgehen wollten. 


Der erste Schritt der Synthese bestand in der Darstellung 


des (+)3,7-Dimethylnonanon-5 (X). Bei Versuchen zur Synthese 
des entsprechenden racemischen Ketons aus der inaktiven 3-Methyl- 
pentansiure ergab die Methode der langsamen Destillation iiber 
Mangano-oxyd [P. Sabatier und A. Mailhe®)] die besten Aus- 
beuten. Sie wurde deshalb auch auf die rechtsdrehende Siure 
iibertragen und lieferte in der Tat ein optisch aktives Keton. 


Der weitere Plan bestand darin, das Keton (X) nach Claisen 
und Th, Ewan®) zu einem Di- (sek.-butyl) -cyclopentan-trion (XJ) 
zu kondensieren, das durch Hydrierung in das entsprechende 
Cyclopentan-triol (XII) iibergefiihrt werden sollte. Die Oxalester- 
kondensation lieferte ein gelbes, gut krystallisierendes Cyclopentan- 


trion, das eine starke Eisenchloridreaktion gab und durch ein © 


Dioxim charakterisiert werden konnte. Die Rechtsdrehung des 


Ausgangsmaterials und des Dimethyl-nonanons hat sich nach ‘ 


1) J. of Biol. Chem. 91, 77 (1931). *) Biochem. Z. 9, 409 (1908). 

5) Ber. chem. Ges. 42, 1583 (1909). 
*) Rec. Trav. chim. Pays-Bas 5, 222 (1886). 
5) C. r. Soe. Biol. 158, 832 (1914). 

6) Liebigs Ann. 284, 245 (1895). 


| de: 
be 
ga 
; 


185 
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dem Ringschlu8 in eine Linksdrehung verwandelt, die danz*auch 


bei allen weiteren Stufen erhalten blieb. Das Cyclopentan-triol 


gab die richtigen Analysenzahlen, zeigte jedoch keinen scharfen 
CH, 
IX CH,—CH,—CH--CH,—COOH Cl 
x CH,—CH,—CH—CH,—CO—CH,—CH—CH,—CH, 
+ H,C,00C—COOC,H, 


CH, CH, 
| 
XI CH —CH,—CH—  C—CH—CH,—CH, 


| | 
OC 


| Hy 
Y 
CH, H,0H_ CH, 


| | 
CH,—CH,—-CH—C § C—CH—CH,—CH, 


OH OH 
| 


CH, H,0H CH, 
| | 
CH,—OH,—CH—CH 
| 
COOH COOH 
CH, CH, CH, 


| | 
CH,—CH,—_CH—CH CH—CH—CH,—CH, 


| | 
COOH COOH 


XII 


XII 


XIV 


Schmelzpunkt, wie das dem theoretisch zu erwartenden Isomeren- 
gemisch entspricht. 

Das Triol ist durch seine beiden benachbarten Hydroxyl- 
gruppen der Criegee-Spaltung zugiinglich, die uns auch schon 
beim Abbau der Auxine iiberaus wertvolle Dienste geleistet hat. Ks 
entstand ein Oxy-dialdehyd, der mit Kaliumpermanganat in soda- 
alkalischer Lésung unmittelbar zur Oxy-dicarbonsaure (XIII) weiter- 
oxydiert wurde. Das erhaltene Produkt (Schmelzp. 97—100°) war 
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natiirlich ebenfalls ein Isomerengemisch. Bei der in bekannter 
Weise ausgefiihrten Reduktion mit Jodwasserstoff und rotem 
Phosphor entstand schlieBlich das theoretisch zu erwartende Ge- 
misch der stereoisomeren Di-(sek.-butyl)-glutarsiuren (XIV), 
Es zeigte keinen charakteristischen Schmelzpunkt, gab aber die 
richtigen Analysenzahlen. 

Bei orientierenden Versuchen fiir die optische Spaltung besal 
von allen gepriiften Alkaloiden (Brucin, Cinchonin, Cinchonidin, 
Morphin und Strychnin) nur das Brucinsalz verhiltnismaBig gute 
Krystallisationsfahigkeit. In einer ersten Versuchsserie wurde nun 
1,9 g des Saéuregemisches iiber die Brucinsalze in 5 Fraktionen 
(A bis E) zerlegt. Hierbei erhielten wir nach mehrfachem Frak- 
tionieren von (A) eine schwer ldésliche Spitzenfraktion, deren 
Drehung sich auch nach weiterem Umkrystallisieren nicht mehr 
inderte. Nach der Zerlegung des Brucinsalzes konnten wir daraus 
eine krystallisierte Siure vom Schmelzp. 104,5° und der spezi- 
fischen Drehung —4,9° isolieren, die im folgenden als «-Siure 
zitiert wird. Es ist nicht ausgeschlossen, daB diese Siure optisch 
noch nicht vdllig rein ist; da sie jedoch mit der Auxin-glutar- 
siure sicher nicht identisch ist, haben wir uns nicht weiter be- 
miiht, uns von ihrer optischen Einheitlichkeit durch Reinigung 
iiber andere Alkaloidsalze zu iiberzeugen. Bei der weiteren 
Fraktionierung der Brucinsalze B, C und D wurde ein Gewirr 
von Fraktionen erhalten. Dabei haben wir versucht, einer allzu 
groBen Zersplitterung iiber die Aste B, C und D durch geeignete 
Wiedervereinigung von Fraktionen gleicher Drehung entgegen zu 
arbeiten. Wahrend das Brucinsalz der «-Siure eine Drehung 


von —29° zeigt, lieB sich bei der weiteren Fraktionierung der | 


B-, C- und D-Aste ein Salz mit viel geringerer Drehung erkennen, 
das auf einen Endwert von «, =— 19° gebracht werden konnte. 
Die daraus erhaltene krystallisierte Siure schmolz bei 106—108° 
und besaB eine spezifische Drehung von +9,35°. Diese im fol- 
genden als #-Saure bezeichnete Fraktion wurde ebenso wie die 
a-Siure nicht weiter auf optische Kinheitlichkeit gepriift, da die 
Nichtidentitét mit der Auxinglutarsiure ebenfalls auBer Zweifel 
stand. 

Aus der Mutterlauge der Brucinsalzfraktion D wurde die 
sehr leicht lésliche Fraktion E isoliert, die mehr als die Hilfte 
des eingesetzten Materials ausmachte. Dieses Salz anderte seine 
Drehung bei weiterem Umkrystallisieren nicht mehr, die daraus 
freigemachte Siure wurde nur als dliges Produkt erhalten, das 
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Synthese der ,,Auxin-glutarsiure“ und einiger Isomerer. 187 


eine sehr schwache Linksdrehung zeigte. Es li8t sich nicht ent- 
scheiden, ob diese geringe optische Aktivitiit durch Kompensation 
der Drehung der Komponenten zustande kommt oder ob sie das 
Ergebnis von Racemisationen bei der Synthese darstellt. 

Die Spaltung hatte somit bisher nur zur Isolierung der a- und 
gefiihrt, wahrend die theoretisch zu erwartende dritte 
Siure, die hiernach mit der Auxin-glutarsiure identisch sein 
miBte, noch nicht gefaBt war. Immerhin bestand die Hoffnung, 
daB sich die dritte Saiure in den zahlreichen Brucinsalzfraktionen 
mittlerer Léslichkeit verbarg; es wurden namlich verschiedentlich 
Krystallisate erhalten, deren Drehung sich einem Endwert von 
—24° niherte. Wir hatten jedoch von diesen besten Fraktionen 
zu wenig Material, um die Reinigung fortsetzen zu kénnen. Die 
nach der Zerlegung erhaltene Siure war zwar sichtlich noch nicht 
einheitlich, ihre physikalischen Daten kamen jedoch denen der 
Auxin-glutarsiure bei weitem am nichsten. 

Auf Grund dieser Erfahrungen haben wir eine zweite Ver- 
suchsserie mit 2,1 g des synthetischen Gemisches der «,c’-Di- 
(sek.- butyl)-glutarsiuren in Angriff genommen; die Brucinsalze 
wurden in derselben Weise aufgearbeitet. Diesmal wurden aber 
nur die Fraktionen B, C und D weiter aufgeteilt, und zwar muBte 
die Fraktionierung noch wesentlich breiter durchgefiihrt werden, 
um eine méglichst gute Ausbeute an dem gewiinschten optisch 
aktiven Salz zu erhalten. Wir kamen hierbei bis zu 16 Unter- 
fraktionen in einer ,,Generation“, so daB es weder hier noch im 
experimentellen Teil méglich ist, den Arbeitsgang zu beschreiben. 
Wir verweisen deshalb auf das im Versuchsteil angefiihrte Frak- 
tionierungsschema der Brucinsalze, das einen deutlichen Kindruck 
von der Umstindlichkeit des Spaltungsverfahrens vermittelt. Als 
Ergebnis der Aufteilung erhielten wir 18 Brucinsalzfraktionen 
mit einer spezifischen Drehung von etwa —24,5°; sie wurden 
vereinigt, zerlegt und nunmehr iiber die Cinchonidinsalze weiter 
fraktioniert, da die Drehung des Brucinsalzes sich beim Um- 
krystallisieren nicht mehr inderte. Bei den Cinchonidinsalzen 
war die Aufarbeitung nunmehr viel einfacher, da hier jeweils die 
schwer léslichen Fraktionen die gesuchte Verbindung enthielten. 
Die tiber 288 Fraktionen verlaufende Spaltung, der die Erfahrung 
mit den etwa 80 Fraktionen der ersten Versuchsserie zugrunde 
lag, lieferte als Ergebnis die gesuchte ,,y-Siure“. Diese hatte 
einen Schmelzpunkt von 129° und eine spezifische Drehung von 
—11,3°; sie war nach Analyse, Mischschmelzpunkt und spezifischer 


3 
| | 
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Drehung identisch mit Auxin-glutarsiure, deren @, im Mittel zu 
—11,6° gefunden war. 

Wenn auch das Superpositionsprinzip bei Asymmetriezentren, 
die in direkter Bindung miteinander stehen, im allgemeinen 
nicht anwendbar ist, und wenn auch die optische Reinheit unserer 
a- und #-Saéure nicht sicher steht, so darf man doch aus den 
Molekularrotationen der drei Siuren den SchluB ziehen, daB dic 
Auxin-glutarsiure beziiglich der Anordnung der Carboxyle nicht 
die mesoide Konfiguration der Formeln VIa, b besitzt. Nach 
K. Freudenberg’) kann man nimlich vom Superpositionsprinzip 
bei benachbarten Asymmetriezentren in qualitativer Hinsicht 
Gebrauch machen. Es bleiben dann fiir unsere Siure nur mehr 
die Formeln VIIa und iibrig?). 


Bevor die Synthese der Auxin-glutarsiure zu einem abschlieBenden 
Ergebnis gefiihrt hat, haben wir uns mit der Darstellung einiger anderer 
Glutarsiuren der C,,-Reihe beschiftigt, um in synthetischer und vor allem 
in analytischer Hinsicht Erfahrungen zu sammeln. Herr R. Michaelis hat 
die Synthese und die Spaltung der Di-n-butylglutarsiure ausgefiihrt. Hierzu 
wurde der Di-carboxylglutarsiure-ester, der nach Knoevenagel gewonnen 
war, mit n-Butyljodid und Natriumithylat kondensiert. Durch Verseifung 
und Decarboxylierung des Reaktionsproduktes entstand ein Gemisch von 
meso- und rac.-e,a’-Di-n-butylglutarsiiure. Die beiden Siuren lieBen sich | 
durch wiederholtes Umkrystallisieren voneinander trennen. Wiihrend die © 
Saure vom Schmelzp. 95—96 ° bei Spaltungsversuchen mit Brucin unverindert 
zuriickerhalten wurde, also die Mesoform darstellt, konnte die Siure vom 
Schmelzp. 43—46° iiber das Brucinsalz gespalten werden. Es wurde hierbei 
die linksdrehende Komponente mit einer spezifischen Drehung von —5,5° 
als farbloses Ol erhalten, das bisher nicht zur Krystallisation zu bringen 
war. Die rechtsdrehende Komponente, die aus dem leicht léslichen Brucin- 
salz freigemacht wurde, zeigte nur eine Drehung von +2,8° Die rac.-c- 
n-Octylglutarsiure wurde in unserem Laboratorium zuerst von Herrn 
J.C. A. Tuenter synthetisiert. Hierzu wurde Acetessigester mit n-Octyl- 
jodid und dann mit (-Jodpropionester kondensiert und das Reaktions- 
produkt der Siurespaltung unterworfen. Die Spaltung der Siure in 
die optischen Antipoden ist Herrn H. 8. Visser gelungen; die schwer 
léslichen Strychninfraktionen lieferten nach der Zerlegung den links- 
drehenden Antipoden mit einer spezifischen Drehung von —9° und einem 
Schmelzpunkt von 48° Die rechtsdrehende Form konnte nicht optisch 
rein erhalten werden. 


) Sitzgsber. Heidelberg. Akad. Wiss. 1931, Abhandl. 9; K. Freuden- 
berg u. W. Kuhn, Ber. chem. Ges. 64, 713 (1931); vg]. auch K. Freuden- 
berg, Stereochemie, Verlag Franz Deuticke, Leipzig und Wien 1933. 

*) Wir miissen allerdings noch einmal darauf hinweisen, daB nach 
dem auf S. 183 Gesagten die entsprechenden b-Formeln an und fiir sich 
gleichberechtigt sind. 
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Es ist selbstverstandlich, daB eine analytische Konstitutions- 
erforschung ihren AbschluB erst durch die synthetische Kontrolle 
finden kann; dies gilt um so mehr, wenn die Abbauversuche wie 
bei den Auxinen mit auBerordentlich kleinen Substanzmengen 
durchgefiihrt werden muBten. Die Synthese der Auxin-glutar- 
siure gibt einen endgiiltigen Konstitutionsbeweis fiir die Anord- 
nung von mindestens 11 C-Atomen des Auxinmolekiils. Wir hoffen, 
daB die in unseren Auxinformeln zum Ausdruck kommenden 
analytischen Befunde durch unsere synthetischen Arbeiten auch 
im weiteren Verlauf eine Bestatigung bzw. eine Ergiinzung er- 


fahren werden. 


Der I. G. Farbenindustrie A. G., Werk Elberfeld, insbesondere 
Herrn Prof. Hérlein, sind wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten 


sehr zu Dank verpflichtet. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der racem. 3-Methylpentansaure. a) Das fiir die 
Reaktion erforderliche sek. Butylbromid wurde entsprechend der Vorschrift 
in Organic Syntheses’) aus sek.-Butylalkohol dargestellt. 

b) Die Vorschrift in Organic Syntheses*) zur Darstellung des sek.-Butyl- 
malonsiure-esters wurde etwas abgeindert, deshalb soll unsere Bereitungs- 
weise hier kurz beschrieben werden. 

Ein Rundkolben von 11/, Liter Inhalt wird mit Riickflubkihler, Tropf- 
trichter und Quecksilberriithrer versehen und mit 450 cem abs. Alkohol 
gefiillt. Hierzu wird allmihlich 21 g Natrium in kleinen Stiicken gefiigt. 
Wenn alles Natrium gelést ist, gibt man schnell 150 g frisch destillierten 
Malonsiiure-diithylester zu, schiittelt um, fiigt danach 123 g sek.-Butyl- 
bromid hinzu, schiittelt wieder um und laBt das Reaktionsgemisch 8 bis 
9 Stunden auf dem Wasserbad kochen. Bereits nach kurzem Erhitzen 
beginnt sich ein Niederschlag von NaBr zu bilden. 

Nach Ablauf der Reaktion wird die Lésung in Wasser gegossen und 
die entstandenen Schichten werden im Scheidetrichter getrennt. Die untere 
wiBrige Schicht wird ausgeithert, der Ather abgedampft und der Riick- 
stand mit der oberen Schicht vereinigt. Die Fliissigkeit wird tiber Natrium- 
sulfat getrocknet und im Vakuum fraktioniert. Nach einem Vorlauf von 
unveriinderten Ausgangsprodukten destilliert der sek.-Butylmalonester bei 
106—108°/14 mm iiber. 

c) Die Verseifung des sek. Butyl-malonesters zur 3-Methyl-pentansiure 
erfolgte nach der Vorschrift in Organic Syntheses‘), zunichst mit KOH, 


danach mit H,SOQ,. 


1) R. Adams, Organic Syntheses, I, 5. 
%) a. a. O. IV, 11. 
Sa a0. 7. 
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Spaltung der racem. 3-Methyl-pentansdure.') 25 g der racem. 
3-Methyl-pentansiure wurden mit 100 g wasserfreiem Brucin in 500 cem 
70°/,igem Athylalkohol unter Erwiirmen gelést, und die Lésung bei etwa 
40° auf 350 ccm eingedunstet. Lat man dann langsam auf 0° abkiihlen, 
so krystallisiert allmiéhlich ein Teil des Brucinsalzes der (—)3-Methy]- 
pentansiure aus. Nach etwa 2 Wochen werden die Krystalle abfiltriert, 
die Mutterlauge 1éBt man bei 40° auf etwa 200 cem eindunsten und danach 
wiederum langsam auf 0° abkiithlen. Nach weiteren 2—3 Wochen hat sich 
dann eine zweite Krystallisation abgeschieden, die ebenfalls abfiltriert wird. 
Aus der Mutterlauge krystallisiert nach lingerem Stehenlassen (3—4 Wochen) 
bei 15—18° nochmals ein Teil des Brucinsalzes aus. Die 8 Krystallisate 
wiegen zusammen 70—72 g, also etwas mehr als der zu erwartenden Menge 
an Salz der linksdrehenden Siure entspricht (= 62 g). Nach 8maligem Um- 
krystallisieren aus Wasser konnte daraus die (—)3-Methyl-pentansiure vom 
Siedep. 196—197° und der Drehung’) [«]?° = — 8,91° (in Alkohol) frei- 

gemacht werden. 

Die fiir unsere Versuche erforderliche (+)-Siiure konnte aus der éligen 
Mutterlauge des Brucinsalzes der linksdrehenden Siiure gewonnen werden. 
Das Ol wurde in warmem Wasser gelist, mit HCl angesiuert und die 
Siiure dem Gemisch mit Ather entzogen, Siedep. nach 2maliger Rekti- 
fikation 198—199°. Spezifische Drehung’): [«]?° = + 8,52° Ausbeute: 6—7 g. 


Darstellung des (-+)38,7-Dimethyl-nonanon-5*). Ein Ver- 
brennungsrohr wird mit Mangancarbonat gefiillt und auf 400 bis 
420° erhitzt (Thermometer im Rohr!); durch Uberleiten eines mit 
Methylalkoholdampf gesattigten CO,-Stromes wird darauf das 
Carbonat zum hellgriinen Mangano-oxyd reduziert. Danach werden 
die Diimpfe der (+-)3-Methyl-pentansiiure bei derselben Temperatur 
zusammen mit einem langsamen CO,-Strom iiber das Mangano- 
oxyd geleitet. Zu diesem Zwecke wird die Sure in ein Frak- 
tionierkélbchen gefiillt, dessen méglichst kurzes Ansatzrohr Glas 
an Glas mit dem Verbrennungsrohr verbunden ist, und durch 
dessen Hals mit Hilfe einer Capillare ein CO,-Strom durch die 
Fliissigkeit geleitet wird. Man erhitzt die Saiure bis auf wenige 
(1—2) Grade unterhalb ihres Siedepunktes, so daB der Gasstrom 
gleichmiBig mit dem Saiuredampf beladen wird. Das Reaktions- 
produkt wird in einer gut gekiihlten Waschflasche mit schlangen- 


1) Vgl. C. Neuberg u. B. Rewald, Biochem. Z. 9, 409 (1908). 

*) Alle Drehungen wurden in einem 1 dm-Mikrorohr bestimmt. 

8) v.Romburgh, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 5, 222 (1886), gibt fiir 
die entsprechende Siure, die er durch Oxydation von rémischem Kamillené] 
gewonnen hat: [o]2?°= + 8,92° an; W. Marckwaldu. E. Nolda, Ber. 42, 
1583 (1909) erhielten die Siure durch Verseifung des optisch aktiven Nitrils 
und fanden: = + 8,37°; Neuberg u. B. Rewald gelang es, durch 
Spaltung der racem. Siure eine d-Siure von [a}2° = + 7,62° zu erhalten. 

4) Vel. P. Sabatier u. A. Mailhe, C. r. Acad. Sci. 158, 832 (1914). 
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fi érmigem Kinleitungsrohr aufgefangen. Zur Sicherheit wird daran 
noch eine zweite mit Ather gefiillte Vorlage geschaltet, um die 
letzten Reste des Ketons zu lésen. Wir konnten bei dieser 
Arbeitsmethode etwa 10—12 g Siure auf ecinmal zur Reaktion 
bringen, dann war das Mangano-oxyd braun geworden und muBte 
erneuert bzw. reduziert werden. Das gewiinschte Keton erhielten 
wir in einer Ausbeute von 72—75°/,. Siedepunkt nach 2maligem 
Fraktionieren: 204—205° Drehung: [e]?° = + 11,6° 


Kondensation des (+) 38,7-Dimethyl-nonanon-5 mit Oxalester. ') 
2,2 g Natrium wurden in 30 ccm abs. Alkohol gelést und dazu 
unter Eiskiihlung ein Gemisch von 12 g Dimethyl-nonanon und 
6,6 g frisch destilliertem Oxalester getropft. Die Reaktionslisung 
firbte sich anfangs orangegelb, spiter briiunlich bis dunkelbraun. 
Sie wurde einige Stunden in Eis stehen gelassen und danach 
24 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Nunmehr wurde 
mit 50°/,iger Kssigsiure neutralisiert und in 200 Eiswasser 
gegossen. Da sich hierbei nur Spuren eines dicken Oles ab- 
schieden, dessen Menge auch bei allmihlichem Ansiiuern mit 
Schwefelsiure nicht wesentlich zunahm, wurde das Reaktions- 
gemisch hiufig ausgeithert. Nach dem Trocknen und Abdampten 
des Athers hinterblieb ein gelbbraunes Ol, das im Vakuum frak- 
tioniert wurde. Zwischen 84—104°/12 mm wurde ein Vorlauf 
aufgefangen, der nach nochmaligem Fraktionieren im Vakuum 
4,2 ¢ unveriindertes Keton zuriicklieferte. Der im Fraktionier- 
kolben zuriickgebliebene Rest erstarrte beim Aufbewahren im 


Eisschrank, 


Das unverinderte Keton wurde in der vorstehend beschrie- 
benen Weise nochmals mit Oxalester kondensiert. Der nach der 
Vakuumdestillation verbliebene :Kolbenriickstand wurde mit dem 
obigen Reaktionsprodukt vereinigt und aus 40°/,igem Alkohol in 
gelben Blittchen erhalten. Ausbeute 7,5 g, Schmelzp.?) 103°. 
Drehung in Alkohol [a]?° = — 12,90°. 

2,5-Di-(sek.-butyl)-cyclo-pentan-tri-on-(1,3,4) reagiert in seinen 
Lésungen stark sauer und gibt eine intensive rote Eisenchlorid- 
reaktion. Mit Hydroxylamin wurde eine bei 109° schmelzende 
Verbindung erhalten, die nach der Analyse die Zusammensetzung 


eines Dioxims besitzt. 


1) Vgl. L. Claisen u. Th. Ewan, Liebigs Ann. 264, 245 (1895). 
*) Die Schmelzpunkte dieser Arbeit sind nicht korrigiert. 
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Analyse): 5,018 mg Subst. (bei 50° im Hochv. getr.): 11,260 mg CO,, 
3,910 mg H,O. — 3,082 mg Subst.: 0,291 cem N, (23°, 755 mm). 
Dioxim C,,;H,,0;N, (254,2) Ber. C 61,37 H8,73 N 11,02 
Gef. ,, 61,20 ,, 8,73 ,, 10,82 
Monoxim C,,H,,0,N (239,1) Ber. 65,24 H8,83 N 5,86. 
Hydrierung des 2,5-Di-(sek.-butyl) -cyclo-pentan-tri-on - (1,3, 4). 
3g des Triketons wurden in 16 ccm Methanol gelist und mit 
Platinschwarz bei Zimmertemperatur hydriert. Nach 10stiindigem 
Schiitteln betrug die Wasserstoffaufnahme 940 cem = 3,13 Mol H,,. 
Der Versuch wurde nunmehr unterbrochen, die Reaktionsfliissigkeit 
vom Platin abfiltriert und eingeengt. Aus der konzentrierten 
methylalkoholischen Lésung krystallisierten beim Anspritzen mit 
Wasser farblose Blaittchen aus, die nach 2maligem Umkrystalli- 
sieren aus verdiinntem Methanol bei 110—114° schmolzen. Der 
Schmelzpunkt wurde auch nach mehrfacbem Umkrystallisieren aus 
verdiinntem Alkohol bzw. aus Essigester oder Aceton nicht scharf. 
Ausbeute 90°/, d. Th. Drehung: [@]?°= —7,8° in 6,5°/,iger 
Lésung in Alkohol. 
3,247 mg Subst. (bei 40° im Hochy. getr.): 8,054 mg CO,, 3,342 mg H,0. 
C,;H,,0, (230,3) Ber. © 67,73 H 11,42 Gef. C 67,65 H 11,52. 
Oxydation des 2,5-Di-(sek.-butyl)-cyclo-pentan-tri-ol-(1,3,4) mit 
Bleitetraacetat’). 3g des Triols wurden in 10 ccm Hisessig gelést 
und mit 8g trockenem Bleitetraacetat*) 11/, Stunden lang auf 
etwa 50° erwirmt. Nach dem Erkalten wurde das Reaktions- 
gemisch mit Wasser verdiinnt und hiufig ausgeithert. Die ithe- 
rische Lésung wurde gut getrocknet und im Vakuum eingedampft. 
Der feste Riickstand wurde in 5 ccm reinem Athylalkohol gelést 
und mit 1-normaler, sodaalkalischer Kaliumpermanganatlésung bei 
Zimmertemperatur oxydiert. Nur zur Kinleitung der Reaktion wurde 
nach Zugabe der ersten Tropfen Permanganat gelinde erwirmt. 
Sobald die itiber dem Braunstein befindliche Lésung schwach rosa 
gefarbt blieb, wurde filtriert und der Braunstein einige Male mit 
heiBem Wasser ausgewaschen. Die Filtrate wurden vereinigt, im 
Vakuum auf etwa die Hialfte (etwa 25 ccm) eingeengt, mit HCl 
angesiuert und hiufig ausgeithert. Der nach Verdampfen des 
Athers hinterbleibende halbfeste Riickstand konnte aus verdiinnter 
Essigsiure (40 °/,) in Nadeln erhalten werden. Schmelzp. 97—100°. 


1) Die Mikroanalysen wurden bei Dr. A.Schoeller, Berlin-Schmargen- 
dorf, ausgefiihrt. 

*) Vgl. R. Criegee, Ber. chem. Ges. 64, 260 (1931). 

*) Dargestellt nach O. Dimroth u. R. Schweizer, Ber. chem. Ges. 
56, 1375 (1923). 
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Ausbeute 1,7 g. Drehung: [@]?° = —6,5° in 6°%/,iger alkoho- 
lischer Lésung. 

4,027 mg Subst. (bei 40° im Hochy. getr.): 8,834 mg CO,, 3,379 mg H,0. 

C,sH_,0, (260,83) Ber. C 59,88 H 9,34 Gef. C 59,83 H 9,39. 

Reduktion der 3,9 
Oxy -dicarbonsiure wurden mit 25 ccm Jodwasserstoffsiure 
(d = 1,7) und 0,9 g rotem Phosphor versetzt und 6 Stunden lang 
am RiickfluBkihler erhitzt. Nach dem Erkalten der Reaktions- 
lésung wurde mit Wasser verdiinnt, filtriert und das Filtrat mit 
Wasserdampf destilliert. Der Kolbenriickstand wurde nach Ent- 
fernung der Hauptmenge der Jodwasserstoffsiure ausgeithert und 
mit Bicarbonatlésung fraktioniert. Die iatherische Lésung der 
Siiurefraktion wurde gut getrocknet und der Ather abgedampft. 
Der Riickstand (2,3 g) war eine fast farblose, wachsartige Masse. 
Bei der Destillation im Hochvakuum ging die Hauptmenge 
zwischen 100-—115° iiber, konnte auf diese Weise jedoch nicht 
in Fraktionen zerlegt werden. Das Produkt erweicht ab 80°, 
Drehung [@]?° = — 6,9° in 7,2°/,iger alkoholischer Lésung. 

5,268 mg Subst.: 12,315 mg CO,, 4,550 mg H,0. 

C,3H,,0, (244,8) Ber. C 63,86 H9,95  Gef. C 63,76 H 9,67 


Spaltung des Gemisches der «,«’-Di-(sek.-butyl)-glutarsduren mit 
Hilfe der Brucinsalze. Wie im theoretischen Teil erwihnt wurde, 
haben wir die Spaltung in 2 Versuchsserien ausgefiihrt, von denen 
die erste zur ,,a-“ und ,,f-Séiure“ fiihrte, wihrend erst die zweite 
die reine ,,v-Siure“ geliefert hat. Der Einfachheit halber sind die 
beiden Versuchsserien im nachfolgenden Spaltungsgang zusammen- 
gezogen. 

Das Gemisch der Siuren (2,15 g) in Alkohol wurde mit einer 
alkoholischen Lésung von 4,40 g Brucin versetzt. Nach 2 Tagen 
war ein Teil des Salzes auskrystallisiert. Diese Fraktion (A) wog 
310 mg und zeigte eine Drehung von [a@]?° = — 27,9° in 9,4°/iger 
alkoholischer Lésung. Die Mutterlauge wurde etwas eingeengt, 
und nach weiteren 2 Tagen wurde das entstandene Krystallisat (B) 
abfiltriert. 855 mg Salz von [@]?°= — 26,4° in 9,2°/,iger alko- 
holischer Lésung. Hiervon wurde die Mutterlauge wiederum ein- 
geengt und 3 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Danach 
konnte eine Fraktion (C) abfiltriert werden, deren Gewicht 1,21 g 
und deren Drehung [a]>°= — 24,4° in 9,5°/,iger Lésung betrug. 
Nach weiterem Kinengen der Mutterlauge krystallisierte nach einigen 
Tagen nochmals ein Teil des Brucinsalzes aus. Diese Fraktion (D) 
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wog 1,49 g und besaB ein [a]?° von — 25,2° in 8,9°/,iger Lésung 
in Alkohol. Das Filtrat des ietzten Krystallisates wurde nunmehr 
vollig eingedampft. Der Riickstand (E) wurde nach Anreiben mit 
Alkohol allmahlich krystallin und betrug 2,66 g mit [@]?° = —26,3° 
in 9,7°/,iger Loésung. 

Aus dem Krystallisat A konnte durch mehrfaches Umkrystalli- 
sieren aus 90°/,igem Alkohol eine schwer ldésliche Salzfraktion 
mit der konstanten Drehung [a]?° = — 29,3° isoliert werden. Dieses 
Salz wurde in verdiinntem Alkohol (30 0), ig) ig) mit Salzsiure zer- 
legt und die freie Siure in Ather apna Nach der Ent- 
fernung des Athers hinterblieb ein geringer Riickstand, der all- 
mahlich krystallisierte. Er wurde 2mal aus 80°/, igem Alkohol 
umkrystallisiert und lieferte die ,,¢-Siure“ in farblosen Prismen 
vom Schmelzp. 104,5° und der Drehung [@]?° = — 4,9° in 6°), iger 
alkoholischer Lésung?). 

Der krystallisierte Riickstand E iinderte seine Drehung bei 
weiteren Fraktionierungsversuchen nicht mehr. Er wurde deshalb 
ebenfalls mit Salzsiure zerlegt und lieferte eine dlige Siure*), die 
nicht zur Krystallisation zu bringen war und bei der Vakuum- 
destillation zum allergréBten Teil zwischen 170—176°/12 mm 
tiberging. Die spezifische Drehung in 20°/, iger Lésung in Alkohol 
betrug [@]?° =— 1,0° 

Die Krystallisate B, C und D wurden durch fraktionierte 
Krystallisation aus Alkohol weiter aufgeteilt, wie es Tafel I an- 
gibt. Die durch Fettdruck gekennzeichneten Fraktionen, insgesamt 
621 mg mit der Drehung [a]? = — 24,6° + 0,3° wurden vereinigt 
und mit verdiinnter Salzsiure zerlegt. Sie lieferten 180 mg der 
jeu vom Schmelzp. 117—122° und der spezifischen Drehung 
= — 9,9° in 9,5°/, iger alkoholischer Lésung. 

Aus den Asten B, C und D wurden auferdem alle Fraktionen 
mit den geringsten Absolutdrehungen vereinigt und gemeinsam 
weiter umkrystallisiert. Wir kamen auf diese Weise zu einem 
Krystallisat von der konstanten Drehung [a}?° =—19,0° in 
8,4°/, iger alkoholischer Lésung, das dann in der itiblichen Weise 
mit verdiinnter Salzsiiure zerlegt wurde. Die erhaltene ,,?-Siure“ 
schmolz nach 2 maligem Umkzystallisieren aus verdiinntem Alkohol 

1) Da der Schmelzpunkt und die Drehung der ,,e-Siure“ (und der 
0-Siure“) bei weitem nicht den Werten der gesuchten Siure entsprachen, 
haben wir von einer weiteren Reinigung der vielleicht noch nicht optisch 
reinen Priparate abgesehen. 


*) Auch bei dieser Fraktion wurde kein Versuch unternommen, durch 
Fraktionierung anderer Salze eine weitere Reinigung zu erreichen. 
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bei 106—108° und hatte eine spezifische Drehung von [@]?* = 
+ 9,35° in 6,3°/, iger alkoholischer Lisung. 

Reinigung der Auxin-glutarsdure mit Hilfe ihres Cinchonidinsalzes. 
180 mg der ,,v-Siure“ vom Schmelzp. 117—122° wurden in Alkohol 
gelést und mit einer Liésung von 530 mg Cinchonidin (ebenfalls 
in Alkohol) versetzt. Nach 2 tigigem Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur waren 420 mg Salz (A) auskrystallisiert, dessen Drehung 
(a]?° = —97,8° betrug. Der Riickstand der Mutterlauge (B) zeigte 
ein [@]?°=—96,9° Das Krystallisat A wurde aus 90°/,igem 
Alkohol fraktioniert krystallisiert und lieferte 305 mg Salz (A,) 
mit der Drehung [a]?° = —98,0°, wihrend in der Mutterlauge (A,) 
112 mg mit [@]?° = —97,3° zuriickgeblieben waren. Die Krystalle B 
wurden ebenfalls aus Alkohol umkrystallisiert und ergaben dabei 
eine schwer lésliche Fraktion (B,), 192 mg mit der Drehung 
(@]?° = —97,2° und eine Mutterlauge (B,), die noch 89 mg Salz 
von [a]?°=—96,4° enthielt. Im Verlauf der weiteren Reinigung 
wurde A, fiir sich allein umkrystallisiert, A, mit B, vereinigt 
und ebenfalls fraktioniert, wihrend die Mutterlauge B, verworfen 
wurde. In derselben Weise wurde nach jeder Stufe fortgefahren 
und so allmihlich die schwer lésliche Fraktion herausgearbeitet. 
Nach der Aufteilung in 58 Fraktionen erhielten wir 80 mg eines 
Cinchonidinsalzes mit der spezifischen Drehung [«]?° = —98,7° in 
3,9°/, iger alkoholischer Lésung; die Drehung iinderte sich auch 
nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Alkohol nicht mehr. In 
der iiblichen Weise wurde aus dem Salz die Siure freigemacht 
und isoliert. Nach 2 maligem Umkrystallisieren aus Benzol waren 
noch 11 mg Siure vom Schmelzp. 129° vorhanden. Der Misch- 
schmelzpunkt mit der analytischen Auxin-glutarsiure (Schmelz- 
punkt 129°) ergab keine Depression. Die Drehung unseres synthe- 
tischen Produktes betrug [«]?° = — 11,3° in 4,82 °/, iger alkoholischer 
Lésung.') 

4,212 mg Subst. (bei 60° im Hochv. getr.): 9,857 mg CO,, 3,738 mg H,0. 

C,,H,,0O, (244,38) Ber. C 63,86 H 9,95 Gef. C 63,82 H 9,938. 


Synthese der «,«’-Di-n-butyl-glutarsaure. 
(R. Michaelis.) 

Darstellung des «,«’-Di-n-butyl-a,«’-dicarboxyl-glutarsaureesters. 
31,2 g (2 Mol) Natrium wurden in 650 ccm absolutem Alkohol gelést und 

1) Die spezifischen Drehungen der Abbausiiure schwanken zwischen 
— 11,3° und — 11,9°, der Mittelwert aus 7 Siiuren verschiedener Herstellung 
betrigt —11,6° Da es sich bei all diesen Messungen nur um Milligramme 
handelte, liegt eine Schwankung von + 0,3° sicherlich noch innerhalb der 
Fehlergrenzen. 
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zu der noch warmen Lésung unter gutem Umschwenken 225 g (i Mol) Di- 
carboxyl- glutarsiureester gegeben. Darauf wurden 400 g (2,6 Mol) n-Buty]. 
jodid hinzugefiigt und im Wasserbad unter Riickflu8 erwirmt. Die anfangs 
einsetzende heftige Reaktion lie bald nach, und nach 3 Stunden konnte der 
Versuch unterbrochen werden. Die Hauptmenge des Alkohols wurde im 
Vakuum entfernt, danach das Reaktionsgemisch mit Wasser versetzt und 
ausgeiithert. Der Atherriickstand betrug 300g, die nach 2maligem Destillieren 
im Vakuum 127 g eines farblosen Oles lieferten, das bei 214—220°/11 mm 
iiberging. Ausbeute 41,9°/, d. Th. 

Verseifung des Esters zur «,«’-Di-n-butyl-c, o’-dicarboxyl-glutar- 
saure. 127 g Ester wurden in 100 cem Alkohol gelést und mit einer Lisung 
von 128 g (8 Mol) KOH in 1,5 Liter Alkohol versetzt. Nach kurzem Erhitzen 
auf dem Wasserbad schied sich am Rande des Kolbens ein halbfestes Ol ab. 
Insgesamt wurde 10 Stunden lang erwiirmt, danach mit Wasser versetzt und 
der Alkohol im Vakuum abdestilliert. Da die letzten Spuren Alkohol schwer 
zu entfernen waren, wurde der Riickstand noch 2 mal mit 100 eem Wasser 
versetzt und wiederum eingedampft. Der gelbe Riickstand wurde nach dem 
Erkalten mit konzentrierter Salzsiiure angesiiuert, wobei sich ein dickes, 
gelbes Ol absonderte, das bald fest wurde. Aus der Mutterlauge schieden 
sich nach einigem Stehenlassen noch farblose Krystalle ab, die scharf ab- 
gesaugt und mit Wasser gewaschen wurden. Schmelzp. 178-—183° unter Zers. 

Die krystallisierten Produkte wurden in 2 n-Natronlauge gelést, filtriert 
und mit 20°/,iger Salzsiiure angesiiuert. Das sich ausscheidende Ol wurde 
beim Anreiben schnell fest; das krystallinische Produkt schmolz bei 178° 
unter Zers.; 48 g Ausbeute = 21°/, d. Th. 

a, o’-Di-n-butyl-glutarsiureanhydrid. 45 g Di-n-butyl-dicarboxyl- 
glutarsiiure wurden zur Decarboxylierung im Vakuum bei 12 mm vorsichtig 
auf 190° erhitzt und solange bei dieser Temperatur belassen, bis das Mano- 
meter wieder 12 mm zeigte. Dann wurde die Temperatur noch 10 Minuten 
lang auf 200° gebracht. Nach dem Erkalten bestand der Kolbeninhalt aus 
einem gelben, weichen Brei, der ein Gemisch der freien Siure und des An- 
hydrids darstellt. Zur Reinigung wurde deshalb die Gesamtmenge in das 
Anhydrid iibergefiihrt. 

29,3 g wurden mit 100 g Essigsiiureanhydrid iibergossen und 5 Stunden 
lang unter RiickfluB gekocht. Nach der Entfernung der gebildeten Essig- 
siure und des iiberschiissigen Essigsiiureaniydrids wurde das Reaktions- 
produkt im Vakuum fraktioniert. Das a, «’-Di-n-butyl-glutarsiiure-anhydrid 
ging bei 187—189°/11 mm als farbloses Ol iiber; Ausbeute 19,69 g = 
72,3°/, d. Th. 

a,«’-Di-n-butyl-glutarsiure. 19,6 Di-n-butyl-glutarsiiureanhydrid 
wurden mit 40 ccm Wasser 30 Minuten unter RiickfluB gekocht. Nach mehr- 
stiindigem Stehenlassen wurde das Wasser abdekantiert, der Riickstand in 
verdiinnter Sodalésung gelést und 3 mal ausgeiithert, um nichthydrolysiertes 
Anhydrid abzutrennen. Die farblose Sodalésung wurde mit 20°/,iger Salz- 
siure angesiuert, wobei sich sofort ein Ol abschied. Nach mehrtigigem 
Aufbewahren im Kihlschrank war das Ol zu einem harten Krystallbrei 
erstarrt, Es wurde abgesaugt, zerkleinert, gut mit Wasser gewaschen und 


’) Dargestellt nach Knoevenagel, Ber. chem. Ges. 27, 2346 (1894). 
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im Vakuumexsiccator getrocknet. Schmelzp. 52—64°% Ausbeute 19,6 g = 
92°/, d. Th. Eine Probe des Rohproduktes wurde aus Eisessig umkrystallisiert 
und schmolz dann bei 93—94°. 


4,690 mg Subst. (bei Zimmertemp. im Hochy. getr.): 11,020 mg CO,, 
4,190 mg H,O. 
C,;H,0, (244,8) Ber. C 63,86 H9,95 Gef. C 64,08 H 9,92. 


Trennung des Isomerengemisches in Meso- und Racemform. 
19,6 g des Siuregemisches vom Schmelzp. 52—64° wurden aus 10 cem Eis- 
essig umkrystallisiert. Man erhielt ein Krystallisat I und durch Einengen 
der Mutterlauge auf 5 cem ein weiteres Krystallisat II. Die Mutterlauge 
dieser Fraktion wurde vollig vom Eisessig befreit und der Riickstand aus 
7eem Ligroin umkrystallisiert. Die abgeschiedenen Krystalle (III) schmolzen, 
ebenso wie die beiden ersten Fraktionen, bei 82—93°. Sie wurden deshalb 
mit den oben genannten Krystallisaten (I und II) vereinigt und die Gesamt- 
menge (7,4 g) 4mal aus Ligroin umkrystallisiert. Auf diese Weise wurden 
4,8 g einer Siiure A vom konstanten Schmelzp. 95—96° erhalten. 

Die Mutterlauge von III lieferte beim weiteren EKinengen kein Krystallisat. 
Deshalb wurde das Ligroin im Vakuum entfernt, der Riickstand in Ather 
gelést und hiiufig mit Sodalésung ausgeschiittelt. Die vereinigten Sodalésungen 
wurden angesiuert und das abgeschiedene Ol im Kiihlschrank aufbewahrt. 
Es war nach 2 Tagen zu einer harten Krystallmasse erstarrt. Diese Substanz 
wurde in 7 cem Ligroin gelést und die ausgeschiedenen Krystalle ab- 
filtriert. Die Mutterlauge wurde zur Trockne verdampft, der Riickstand in 
6 cem Ligroin gelést und die gebildeten Krystalle wiederum abfiltriert. 
Dasselbe Verfahren wurde noch 3 mal wiederholt, bis keine Krystallisation 
mehr auftrat. Nunmehr wurde die Mutterlauge vom Ligroin befreit und im 
offenen Gefi8 der Krystallisation tiberlassen. Nach 3 wéchentlichem Stehen 
bei Raumtemperatur war das Ol vollig krystallin erstarrt. Die Siure B 
(6,1 g) schmolz bei 53—56°. 


4,719 mg Subst.: 11,045 mg CO,, 4,190 mg H,0. 
C,sH_,0, (244,38) Ber. C 63,86 H9,95 Gef. C 63,80 H 9,93. 


Versuch zur Spaltung der Sdure A. 1,124 g (1 Mol) der Siiure A 
vom Schmelzp. 95—96° wurden mit 1,815 g Brucin (1 Mol) in 5 eem Alkohol 
in der Wirme gelést. Danach wurde mit Wasser bis zur beginnenden 
Triibung angespritzt; das abgeschiedene Ol begann nach Anreiben langsam 
zu krystallisieren. Die Krystalle wurden abgesaugt und mit Ather gewaschen. 

in Alkohol = 1-2,925 a7,12°. 

Das saure Brucinsalz wurde 5 mal umgefillt durch Anspritzen der 
alkoholischen Lésung mit Wasser. Bei den beiden letzten Fallungen schied 
es sich ohne vorherige Olbildung in krystallisierter Form aus, die spezifische 
Drehung blieb konstant bei [«]?° = — 12,73 ° in 3,06 °), iger alkoholischer Lésung. 

Durch Zerlegung des Salzes mit 2 n-NaOH wurden 260 mg der Siiure A 
vom Schmelzp. 95—96° zuriickerhalten. Sie zeigte im 1 dem-Rohr in 10°/,iger 
Lésung in Alkohol keine Drehung, die Siure A ist also die nicht spaltbare 
Mesoform der a,«’-Di-n-butyl-glutarsiure. 

Spaltung der Saure B. 2,015 g der Siure B vom Schmelzp. 53—56° 
wurden mit 3,246 g Brucin (1 Mol) in 4. cem Alkohol in der Wirme gelost. 
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Zu der homogenen Losung wurde bis zur bleibenden Triibung Wasser ge- 
fiigt und 3 Stunden im Kihlschrank stehen gelassen. Da das Ol auch bei 
lingerem Aufbewahren nicht krystallisierte, wurde die wiBrig-alkoholische 
Lésung abdekantiert und das Ol einige Male mit Wasser gewaschen. Die 
Drehung dieses Produktes betrug [@]°= —35,4° in Alkohol. 

Das Ol wurde nun mehrmals mit einigen Kubikzentimetern Ather aus- 
gekocht und die dtherischen Lésungen vereinigt. Das zuriickbleibende Ol konnte 
auf diese Weise zwar halbfest erhalten werden, lieB sich jedoch noch nicht 
aus warmem Wasser umkrystallisieren. Der Niederschlag wurde deshalb in 
wenig Alkohol gelést, mit 20 cem Wasser versetzt und die Lésung im Vakuum 
soweit eingedampft, bis sich ein Ol abzuscheiden begann, das nach 1 tigigem 
Aufbewahren bei 0° gréBtenteils krystallisiert war. Die Krystalle wurden 
nochmals in derselben Weise behandelt und lieferten dann 1 g eines Pro- 
duktes mit einer Drehung von [a]2° = — 35,39° (in Alkohol). Aus den Mutter- 
laugen konnten nach dem Einengen weitere 0,84 g mit einer Drehung von 
(a}2° = — 36,62° (in Alkohol) erhalten werden. Die beiden Krystallisate 
wurden vereinigt und mit 70 cem Ather 20 Minuten unter Riickflu8’ gekoeht. 
Der ungeléste Riickstand (1,8 g) zeigte ein [«]2° =— 30,59° und konnte 
nunmehr aus 80 cem Wasser umkrystallisiert werden. Das Brucinsalz 
krystallisierte in feinen, farblosen Niidelchen aus und besaB eine konstante 
spezifische Drehung von — 30,66° in 3,13°/,iger alkoholischer Lésung. 

Das reine Brucinsalz wurde i in wenig Methanol gelést und mit 2 n-NaOH 
zerlegt. Die freie Sdiure schied sich als farbloses Ol ab, das auch bei wochen- 
langem Stehenlassen im Eisschrank bzw. bei Zimmertemperatur sowie bei 
Behandlung mit den tiblichen organischen Lisungsmitteln nicht zur Krystalli- 
sation zu bringen war. Seine Drehung in Alkohol betrug [«]?° = — 5,49° 
in 7,28°/, iger Lésung. 

Die vereinigten Atherausziige des dligen Brucinsalzes wurden yom 
Ather befreit; es blieb 1 g eines schwach gelben, ziihen Oles zuriick. Da 
es auch nach ‘wochenlangem Stehen und nach Behandlung mit den iiblichen 
organischen Lésungsmitteln nicht krystallisierte, wurde das élige Salz, das 
sich im Gegensatz zum sauren Brucinsalz der linksdrehenden Form leicht 
in warmem Ather lést, wie iiblich zerlegt. Die ausgeschiedene freie Siiure 
wurde nach mehrtiigigem Aufbewahren im Eisschrank halbfest und schmolz 
nach dem Absaugen zwischen 48—51°. [a]? in Alkohol = + 2,77° in 
6,85 °/, iger Lésung. 


Synthese der «-n-Octylglutarsaure. 
[H. S. Visser’).] 


Darstellung von n-Octyl-acetessigester. 4g Natrium wurden in 
60 cem absolutem Alkohol gelést und nach dem Abkiihlen 26 g frisch 
destillierter Acetessigester hinzugefiigt. Danach gab man unter Umschiitteln 
36 g n-Octyljodid zu und erwiirmte das Gemisch 10 Stunden unter Riick- 
flu8 und FeuchtigkeitsausschluB auf dem Wasserbad. Nach Beendigung 
der Reaktion wurde der Alkohol abdestilliert, der Riickstand mit Wasser 
verdiinnt und dann direkt mit H,SO, neutralisiert, um einer eventuellen 
Verseifung des entstandenen Produktes vorzubeugen. Die Reaktionslésung 


1) Die racem. Siure wurde in unserem Laboratorium zuerst von Herrn 
J.C. A. Tuenter dargestellt. 
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wurde mpd ausgeiithert, der Atherextrakt mit Natriumthiosulfatlésung 
und dandch mit Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. 
Nach der Entfernung des Athers wurde der Riickstand im Vakuum fraktio- 
niert und lieferte ein bei 159°/15 mm destillierendes farbloses Ol. Ausbeute 
80°, d. Th. 

5,049 mg Subst. (bei gew. Temp. i. Hochv. getr.): 12,850 mg CO,, 
4,850 mg H,O. 
C,,H,,0, (242,38) Ber. C 69,42 H 10,74 Gef. C 69,41 H 10,67. 


Darstellung von a-n-Octyl-«-acetyl-glutarsdiure-diathylester. 3 ¢ 
Natrium wurden in 50 cem absolutem Alkohol gelést und nach dem Er- 
kalten mit 28 g n-Octylacetessigester versetzt. Danach wurden unter Schiitteln 
35 g §-Jodpropionester') zugefiigt und das Ganze wie im vorstehenden Ver- 
such erwiirmt. Nach 12stiindiger Reaktion wurden 35 ecem Alkohol ab- 
destilliert, der Riickstand mit Wasser versetzt, mit Schwefelsiiure neutrali- 
siert und ausgeiithert. Die Atherlésung wurde mit Thiosulfat entfirbt und 
mit Wasser nachgewaschen. Nach dem Trocknen und Entfernen des Athers 
wurde der Riickstand einer Hochvakuumdestillation unterworfen. Dabei 
ging die Hauptmenge als Vorlauf tiber, wihrend das in ziemlich geringer 
Ausbeute entstandene Reaktionsprodukt bei 166—169°/0,52 mm destillierte. 
Der Vorlauf bestand hauptsiichlich aus nicht umgesetztem n-Octyl-acetessig- 
ester, der nach dem Reinigen durch fraktionierte Destillation im gewohn- 
lichen Vakuum noch ein zweites und danach noch ein drittes Mal in der 
oben beschriebenen Weise mit $-Jodpropionester kondensiert wurde. Die 
bei den 8 Versuchen erhaltenen Endprodukte wurden in Ather vereinigt 
und der Ather nach dem Trocknen entfernt. Der «-n-Octy]-a-acetyl-glutar- 
siureester destillierte bei 166°/0,54 mm als farblose, viscése Fliissigkeit iiber. 


4,568 mg Subst. (bei 60° im Hochv. getr.): 11,140 mg CO,, 4,070 mg H,O. 
C,oH,,0, (842,4) Ber. C 66,67 H9,94 Gef. C 66,51 H 9,97. 


Darstellung der «-n-Octylglutarsdure. Fiir die Siurespaltung wurde 
im wesentlichen nach einer Methode von Wislicenus und Limpach’) 
gearbeitet. 2,5g des substituierten Acetessigesters wurden mit 20ccm 20°/,iger 
alkoholischer Kalilauge vermischt. Die Mischung, die sich wegen der auf- 
tretenden Verseifung direkt erwirmte, wurde zur Beendigung der Reaktion 
noch 15 Minuten gekocht. Danach wurde bis zur Sittigung CO, eingeleitet, 
vom abgeschiedenen K,CO, abfiltriert und das Filtrat zur Trockne ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen, mit Schwefel- 
siure angesdiuert und ausgeithert. Der Atherriickstand bestand aus einem 
dunkelbraunen Ol, das selbst bei — 80° nicht erstarrte. Es wurde deshalb 
im Hochvakuum destilliert und dabei eine Fraktion von 167—181°/0,4 mm 
aufgefangen, die beim Abkiihlen direkt fest wurde. Sie wurde zur Entfernung 
von Spuren Anhydrid in Natronlauge aufgelést, die alkalische Lésung aus- 
geiithert, danach mit Schwefelsiure angesiuert und die Siiure mit Ather 
ausgezogen. Der Atherriickstand erstarrte sofort krystallin und lieferte 


1) Dargestellt aus Glykol iiber Glykolchlorhydrin [Ladenburg, Ber. 
chem. Ges. 16, 1407 (1883)], Athylencyanhydrin (Org. Synth. III, 57), 6-Brom- 
propionsdure (Ore. Synth. HI, 25), Brompropionsiureathylester (Org. 
Synth. ITI, 51). 

*) Liebigs Ann. 192, 128 (1878). 

14* 
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nach 2 maligem Umkrystallisieren aus Ligroin farblose Krystalle vom kon- 
stanten Schmelzp. 48°. 

Eine Mikrotitration ergab die Werte 122 und 123, wihrend das be- 
rechnete Aquivalentgewicht 122 betrigt. 


4,510 mg Subst. (bei gew. Temp. im Hochy. getr.): 10,615 mg CO,, 
4,000 mg H,0. 


(244,38) Ber. 63,86 9,95 Gef. C 64,19 9,87. 


Spaltung der racem. «-n-Octyl-glutarsaure. Vorproben mit Cinchonin, 
Brucin, Strychnin und Chinin ergaben, da8 das Strychnin zur Spaltung der 
Octyl-glutarsiiure am besten geeignet ist, da es ein gut krystallisierendes 
Salz mit der Siure bildet. 

1,22 g der Octyl-glutarsiiure wurde mit 1,67 g Strychnin gemischt und 
in 50 ccm heiBem Alkohol gelést. Da das entstandene Salz in Alkohol ziem- 
lich gut léslich war, wurden durch jeweiligen Zusatz von Wasser in der 
Wirme bis zur deutlichen Triibung vier verschiedene Fraktionen ausgefillt, 
deren optische Drehung nur einen geringen Unterschied zeigte. Sie wurden 
deshalb vereinigt (A) und aus Benzol umkrystallisiert. Die wiBrig-alkoho- 
lische Mutterlauge dieser 4 Fraktionen wurde zur Trockne gedampft und 
der Riickstand aus einem Benzol-Chloroform-Ligroingemisch umkrystalli- 
siert. Hierbei erhielt man eine Spitzenfraktion von fast derselben Drehung 
wie (A). Beide wurden vereinigt und noch einige Male aus Alkohol-Wasser 
bis zur konstanten Drehung ({a]2?° = — 28°) umkrystallisiert. 

Die Zerlegung des Strychninsalzes geschah mit verdiinnter Schwefel- 
siure und lieferte die linksdrehende «-n-Octyl-glutarsiiure vom Schmelz- 
punkt 48° und der Drehung [a]?° = — 9° in 1°/, iger alkoholischer Lésung. 

Die rechtsdrehende Komponente wurde nicht isoliert. 
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Uber die Konstitutions-Spezifitat des Hetero-auxins. 
16. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe?). 


Von 


Fritz Kégl und D. G. F. R. Kostermans. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1935.) 


Die Entdeckung, daB #-Indolylessigsiure (Indol-3-essigsiure, 
Hetero-auxin) (I) qualitativ die gleiche physiologische Wirkung 
besitzt wie die konstitutionell véllig andersartigen Auxine a und b, 
ist wohl das iiberraschendste Ergebnis unserer Arbeiten iiber die 
Auxine gewesen. Vor der Entdeckung des Hetero-auxins hatten 
wir allen Grund, den Hafertest von F.W. Went als streng spezifisch 
fiir Stoffe vom Typ der Auxine a und b aufzufassen, da die Wirk- 
samkeit bereits durch kleine Veriinderungen im Molekiil véllig ver- 
loren ging.. Die Existenz von Auxin-a neben Auxin-b zeigt zwar, 
daB in der sauerstoffhaltigen C,-Seitenkette — wenigstens an der 
a- und §-Stelle — 2 Gruppierungen méglich sind, die fiir den physio- 
logischen Effekt des Molekiils die gleiche Bedeutung haben. AuBer 
den beiden genannten Auxinen haben wir in Auxin-a-lacton noch 
ein weiteres aktives Krystallisat angetrofien; seine Aktivitat steht 
aber in unmittelbarem Zusammenhang mit jener von Auxin-a 
selbst, da sich in waBriger Lésung rasch ein Gleichgewicht ein- 
stellt, das zugunsten der freien Siure liegt. Dagegen weist die 
Inaktivitét des Auxin-a-methylesters und die des Dihydro-auxin-a 
daraufhin, daB die Carboxylgruppe und die Doppelbindung fiir 
die physiologische Aktivitét nétig sind. Das eigenartigste Beispiel 
fir den Zusammenhang von Konstitution und Wirksamkeit bei 
den Auxinen a und b ist schlieBlich die nach einigen Monaten 
auftretende Selbstinaktivierung. Obschon wir das Studium dieser 
Erscheinung wegen des Materialmangels zundchst zuriickstellen 
muBten, steht doch bereits fest, daB es sich hier um eine Isomeri- 
sierung handeln mu, bei welcher die Carboxylgruppe und die 
doppelte Bindung erhalten bleiben. 

Wahrend bei den Auxinen a und b noch keine synthetischen 
Varianten zur Verfiigung stehen, konnten bei Hetero-auxin bereits 


1) 15. Mitteilung, Diese Z. im Druck. 
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zahlreiche Verwandte untersucht werden, da diese Stoffgruppe 
synthetisch recht leicht zugiinglich ist. Fiir den Vergleich der 
Wirksamkeit der verschiedenen Derivate muBte natiirlich beachtet 
werden, da’ beim Hafertest an verschiedenen Tagen bzw. in ver- 
schiedenen Stunden starke Abweichungen der Wirksamkeit auf- 
treten kénnen, die mit der schwankenden Empfindlichkeit der 
Pflanzen zusammenhingen. Um davon einigermaBen unabhingig 
zu werden, haben wir die gefundenen Aktivitiiten immer auf jene 
der gleichzeitig gemessenen Standardlésungen umgerechnet, d. h. 
also auf eine Wirksamkeit des Auxin-a von 50 Milliarden AH/g. 
Bei synthetischer #-Indolylessigsiure beobachteten wir an ver- 
schiedenen Versuchstagen Aktivititen, die zwischen 8 Milliarden 
und 50 Milliarden AK/g lagen. Als Mittel der wihrend einer 
Reihe von Monaten tiiglich ausgefiihrten Bestimmungen ergab 
sich ein Wert von 25 Milliarden AK/g'). In quantitativer Hin- 
sicht bleibt die mittlere Wirksamkeit des Hetero-auxins also hinter 
jener der Auxine a und b um die Halfte zuriick. Beriicksichtigt 
man die Molekulargewichte, so wird der Unterschied in der Wirk- 
samkeit noch gréBer; die ,molekulare Aktivitiit“ des Hetero- 
auxins ist nimlich 3,75 mal kleiner als jene von Auxin-a. 
Natiirlich war es nicht méglich, die Aktivitaiten der im folgenden 
zu besprechenden Varianten des Hetero-auxins auch nur annihernd 
mit der gleichen Genauigkeit statistisch festzustellen. Wir muften 
uns vielmehr damit begniigen, die Wirksamkeit in etwa 5 un- 
abhingigen MeBreihen mit je 50 Pflanzen zu bestimmen; die ge- 
gebenen Aktivititen sind daher nur als Niherungswerte aufzufassen, 
die bei gréBerem Versuchsmaterial noch Korrekturen erfahren kénnten. 
Als Schwellenwert haben wir eine Aktivitaét von 10 Millionen AE/g 
angesehen. Ein Stoff gilt demnach als unwirksam, wenn er in 
einer Konzentration von 1 mg in 20 ccm unserer Verdiinnungs- 
lésung keine deutliche Kriimmung der Koleoptile hervorruft. Wir 
haben uns bei sehr schwach wirksamen Abkémmlingen der (-Indolyl- 
essigsiure natiirlich die Frage vorgelegt, ob die geringe Wirksam- 
keit nicht durch eine Verunreinigung mit dieser Siure selbst 
hervorgerufen wird. Diese Gefahr bestand vor allem bei Synthesen, 
die von Hetero-auxin ausgingen; in diesen Fiillen wurde besonders 
auf die Reinheit der Stoffe geachtet’). 


1) In unserer 11. Mitteilung, Diese Z. 228, 91 (1934) hatten wir den 
vorliufigen Wert von 10—20 Milliarden AE/g angegeben. 

*) Der obengenannte Schwellenwert entspriiche der Verunreinigung 
eines Derivates mit 0,03°/, 6-Indolylessigsiure. 
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1. Die Bedeutung der Carboxylgruppe. 


Wie erwihnt ist der mit Diazomethan dargestellte Methyl- 
ester von Auxin-a physiologisch unwirksam. Zu unserer Uber- 
raschung zeigte der ebenfalls durch Einwirkung von Diazomethan 
erhaltene Methylester des Hetero-auxins (IJ) eine Aktivitaét von 
10 Milliarden AE/g. Da dieser Ester nicht krystallisiert, haben 
wir uns sorgfiltig davon iiberzeugt, ob die Wirksamkeit auf die 
Anwesenheit freier Siure zuriickgefiihrt werden kann; dies ist 
aber nach der Darstellungsmethode (Fraktionierung iiber Bicar- 
bonatlésung, Reinigung iiber das Pikrat) véllig auszuschlieBen. 
Zum Vergleich haben wir f-Indolylessigsiure auch mit Methanol— 
Chlorwasserstoff behandelt, wie das als Reinigungsstufe bei der 
Darstellung von Auxin-a aus Harn gebriuchlich ist. Aus dem Reak- 
tionsgemisch konnten wir den Methylester mit Hilfe des Pikrates 
isolieren, jedoch in sehr schlechter Ausbeute. Offensichtlich er- 
leidet #-Indolylessigsiure — ebenso wie andere Indolderivate — 
in saurem Milieu tiefergehende Verinderungen. Dies und die 
gegeniiber der freien Siure erheblich geringere Wirksamkeit des 
Esters gaben die Erklirung dafiir, daB die ,,Lactonisierung“ bei 
den ersten Versuchen zur Isolierung des Hetero-auxins aus Harn 
und aus Hefe groBe Aktivititsverluste zur Folge hatte. 

Die Aktivitaét des Methylesters der £-Indolylessigsiure war 
gegeniiber der Unwirksamkeit von Auxin-a-methylester um so 
auffilliger, als das Carboxyl die einzige Gruppe darstellt, die beiden 
Molekiilen gemeinsam ist. Es erhob sich nun die Frage, ob der 
Ester als solcher wirksam ist, oder ob seine Aktivitit auf eine 
teilweise Verseifung wihrend seiner Einwirkung in der Pflanze 
zuriickzufiihren ist. Im letzteren Fall muBte die lipatische Ver- 
seifung von Hetero-auxin-methylester in der Pflanze viel schneller 
stattfinden als jene des Auxin-a-methylesters'). In diesem Zu- 
sammenhange war es wichtig, auch homologe Ester zu unter- 
suchen; wenn die Aktivitaét mit der Verseifungsgeschwindigkeit 
zusammenhingt, so war bei den hodheren EHstern eine ge- 
ringere Wirksamkeit zu erwarten. In der Tat besaB der mit 
Hilfe von Diazoithan bereitete Athylester der £-Indolylessig- 
siure (III), welcher ebenfalls iiber das Pikrat gereinigt wurde, nur 


1) Wir haben uns noch davon iiberzeugt, daB die Verseifung von 
$-Indolylessigsiiure-methylester nicht bereits in der Verdiinnungsfliissigkeit 
stattfindet, in welcher die auszuwertenden Substanzen etwa 12 Stunden 
vor der Ausfiihrung des Tests gelést werden. 
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eine Aktivitit von 3 Milliarden AK/g. Noch interessanter war die 
Untersuchung des n-Propylesters ([V) und des Isopropylesters (V). 
Der mit Hilfe von n-Diazopropan dargestellte n-Propylester besaB 
eine Aktivitét von 1 Milliarde AK/g, wahrend der Isopropylester, 
welcher aus dem Silbersalz von Hetero-auxin mit Iso-propyljodid 
gewonnen wurde, nur eine Wirksamkeit von 100 Millionen AK/g 
aufwies. 


I: R=H 25000000000 AE/ 
—CH,—COOR R =-CH, 10000000000 
| | III: R = -CH,-CH, 3000000000 
a4 IV: R=-CH,-CH,-CH, 1000000000 _,, 
V: R =-CH(CH,), 100000000 


Die Frage, ob die Ester als solche oder erst nach teilweiser 
Verseifung wirksam sind, ist fiir die pflanzenphysiologische For- 
schung von nicht geringer Bedeutung. Man hat nimlich bei den 
Theorien iiber den Mechanismus der geotropischen Kriimmungen!) 
dem Siurecharakter der Auxine groBe Bedeutung zugeschrieben, 
und insbesondere spielt die saure oder basische Natur der in der 
Pflanze zu transportierenden Stoffe bei der Polaritiitstheorie von 
F. W. Went?) eine wichtige Rolle. 

Leider gibt die Literatur iiber die Verseifungsgeschwindig- 
keiten bei der Einwirkung von Phytolipasen auf Ester einer 
homologen Reihe nur wenig AufschluB*), In Anbetracht der 
sinkenden Aktivitiit bei den héheren Estern des Hetero-auxins 
halten wir es fiir wahrscheinlich, daB ihre Wirksamkeit in der 
Pflanze auf eine teilweise Verseifung zuriickzufiihren ist. Es bleibt 
dann allerdings ein Ratsel, warum nicht auch Auxin-a-methyl- 
ester unter den Bedingungen des Hafertests eine teilweise Ver- 
seifung erfaihrt. Wir beabsichtigen, diese Verhaltnisse noch naher 
zu priifen. 

Da das Carboxyl] die einzige, beiden Auxintypen gemeinsame 
Gruppe darstellt, schien es von Interesse, ob es sich in beiden 
Fallen um gleich starke Siiuren handelt. Die gebriuchliche Methode 
zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten durch Leitfihigkeits- 
messung war in unserem Fall aus verschiedenen Griinden nicht 
anwendbar. In erster Linie zeigte Auxin-a und Hetero-auxin zu 


1) L. Brauner, Proc. II, 269, Zesde internat. Bot. Congres, Amster- 
dam 1935. 

*) Jb. Bot. 76, 528 (1982). 

*) W. Connstein, E. Hoyer u. H. Wartenberg, Ber. chem. Ges. 3a, 
3988 (1902). Vgl. auch C. Oppenheimer: Die Fermente und ihre Wir- 
kungen, G. Thieme, Leipzig 1925, 5. Aufl., I. Band, 508. 
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geringe Léslichkeit; dann erlitt die Lésung von Hetero-auxin 
wahrend des Versuchs chemische Verinderungen; endlich hatten 
wir keine geeignete Apparatur zur Verfiigung, um mit wenigen 
Milligrammen Auxin-a eine Leitfaihigkeitsbestimmung vornehmen 
zu kénnen. Wir muBten uns daher damit begniigen, vergleichende 
py-Messungen in 0,001 m-Lésung auszufiihren und fanden dabei 
fir Auxin-a und fiir Hetero-auxin K = 2x1075}). 
Diese Zahlen kénnen zwar naturgemiB nicht genau sein, zeigen 
aber immerhin, daB die Dissoziationskonstanten in der gleichen 
GréBenordnung liegen. 


2. Die Bedeutung der Doppelbindung. 

Es muB8te nun weiterhin untersucht werden, ob die Wirksam- 
keit des Hetero-auxins durch Hydrierung aufgehoben wird, wie 
das beim Auxin-a und -b der Fall ist. Hierbei war es natiirlich 
vor allem interessant, ob die 2,3-Dihydro-indol-3-essigsiiure aktiv 
sein wirde. Wihrend bei der direkten Hydrierung mehr als 1 Mol 
Wasserstoff aufgenommen wurde, konnte die Dihydro-Stufe bei der 
| Hydrierung des Methylithers gefaBt werden, wie das P. Blount 

und R. Robinson?) bei dem analogen Fall der Hydrierung von 
f-Indolyl-buttersiiure bzw. deren Ester beobachtet hatten. Der 
Methylester der 2,3-Dihydro-indol-3-essigsiiure wurde iiber das 
Pikrat isoliert, das mehrmals umkrystallisiert wurde. Da der 
nach der Zerlegung erhaltene Ester nur eine Wirksamkeit von 
34 Millionen AE/g zeigte, war zu priifen, ob diese geringe Aktivitiat 
auf eine Verunreinigung mit dem Methylester von Hetero-auxin 
zuriickgefiihrt werden mufte. Fir die véllige Reinigung wurde 
von der etwas stiirkeren Basizitit des Dihydro-esters Gebrauch 
gemacht; nach dem Fraktionieren mit Schwefelsiiure und nach 
weiterer Reinigung iiber das Pikrat wurde nun tatsichlich ein 
vollig inaktiver Ester erhalten. Auch die durch Verseifung des 
Esters dargestellte 2,3-Dihydro-indol-3-essigsiiure (VI) war beim 
Hafertest vollkommen unwirksam. 


| COOR’_ vI: R= H inaktiv 
aie” VII: R = -CH, inaktiv 


| 
Vill 
NH 
1) K. Thimann u. H. Dolk, Proce. nat. Acad. Sci. U.S. A. 18, 30 (1932), 
fanden fiir rohes ,,Rhizopin“: K = 1,8 x 107°. 
Soe. 1931, 3158. 
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Es ist nicht zu erwarten, dab die vollhydrierte #-Indolyl- 
essigsiure aktiv sein wird; wir haben diese Verbindung jedoch 
bisher nicht gepriift. Von gréS8erem Interesse wird die Untersuchung 
der Bz-Tetrahydro-indol-3-essigsiure (VIII) sein, die vielleicht 
durch die kiirzlich von A. Treibs und D. Dinelli’) ausgearbeitete 
Synthese von Bz-Tetrahydroindolen zugiinglich werden wird. 


3. Die Untersuchung von Kernhomologen. 


Nunmehr muBte untersucht werden, welchen KinfluB die EKin- 
fiihrung von Alkylgruppen in den Benzol- oder Pyrrolkern auf 
die Aktivitit ausiibte. Wir haben zunichst das am Stickstoff 
methylierte Hetero-auxin gepriift. 1-Methyl-indol-3-essigsiiure (IX) 
wurde nach A. Piccinini?) durch Verseifung des Kondensations- 
produktes von 1-Methylindol mit Diazo-essigester dargestellt; sie 
wurde weiterhin nach der von Emil Fischer aufgefundenen 
Synthese von Indolderivaten gewonnen, wobei das unsymm. 
Methylphenylhydrazin und der Ester der Aldehydo-propionsiure 
als Ausgangsmaterial dienten. Die nach diesen unabhingigen 
Methoden synthetisierten Priparate zeigten eine Aktivitit von 
30 Millionen AK/g; auch ein von R. Robinson und J. E. King 
freundlicherweise iibersandtes Priparat der 1-Methyl-indol-3-essig- 
siure besaB die gleiche Wirksamkeit. Wir miissen somit annehmen, 
daB die gefundene Aktivitiit, welche fast 1000mal geringer ist 
als jene des Hetero-auxins, tatsichlich dem N-Methylderivat selbst 
zukommt und nicht auf eine Verunreinigung zuriickzufihren ist. 
Dies geht auch daraus hervor, daB der Athylester der 1-Methyl- 
indol-3-essigsiure (X), der bei der Synthese nach Piccinini als 
Zwischenprodukt erhalten wird, vollig inaktiv war. Erst nach der 
Verseifung trat die genannte physiologische Wirksamkeit in Er- 
scheinung. Wie beim Methylester des Hetero-auxins haben wir auch 
bei allen anderen untersuchten Fillen die Beobachtung gemacht, 
daB die Ester schwiicher wirksam sind als die entsprechenden 
Saéuren. Im Fall der 1-Methyl]-indol-3-essigsiiure ist die Aktivitit 
gerade noch deutlich nachzuweisen, wiihrend jene ihres Athylesters 
unter den ,,Schwellenwert“ fallt. 

Als nichstes Homologes haben wir die sehr leicht zuging- 
liche 2-Methyl-indol-3-essigsiure (XI) untersucht, welche nach 
E. Fischer’) aus dem Phenylhydrazon der Livulinsiure dargestellt 


1) Liebigs Ann. 517, 152 (1935). 
*) Atti Accad. naz, Lincei (5), 8, 315 (1899). 
*) Liebigs Ann. 236, 146 (1886). 
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wird. Die Siure besaB eine Aktivitiit von 125 Millionen AE/g; 


dagegen war der mit Hilfe von Diazomethan erhaltene Methyl- 
ester (XII) unwirksam. 

Wird an Stelle der Methylgruppe in der @-Stellung. ein Athyl- 
rest eingefiihrt, so verschwindet die Aktivitit vollkommen. Die 
9-Athyl-indol-3-essigsiiure (XIII) haben wir aus dem Phenyl- 
hydrazon der Homolivulinsiure durch Kinwirkung von Schwefel- 
siure erhalten. 


—CH,—COOR [xX:R=H 30000000 AE/g 
X: R= -C,H, inaktiv 

| 

CH, 
XI: R= H 125000000 AE/g 
_—CHs XII: R = -CH, inaktiy 

NH 

—CH,—COOH 
XIII WN J —C,H, inaktiv 
NH 


Wiahrend die physiologische Aktivitit durch Substitution im 
Pyrrolkern sehr stark herabgesetzt bzw. zum Verschwinden gebracht 


wird, ist dies bei der Substitution im Benzolkern in geringerem 
_ MaBe der Fall. 5-Methyl-indol-3-essigsiiure (XIV), welche aus 
dem p-Tolylhydrazon des Aldehydo-propionsiure-esters durch Ein- 
_ wirkung von Schwefelsiure erhalten wird, zeigte nimlich eine Akti- 
 vitét von 1500 Millionen AE/g. Der mit Diazomethan dargestellte 
_ Methylester (XV) besa eine Wirksamkeit von 1200 Millionen AK/g; 


hier ist also die Aktivitat weniger stark erniedrigt als das sonst 


_ bei den Estern der Fall ist. 


SchlieBlich haben wir noch eine Siiure dargestellt, die im 


Pyrrol- und gleichzeitig auch im Benzolkern durch eine Methylgruppe 
 substituiert ist. Die 2,5-Dimethyl-indol-3-essigsiiure (XVI) wurde 
aus dem p-Tolylhydrazon der Livulinsiure durch Kinwirkung von 


Schwefelsiure dargestellt; sie war physiologisch véllig inaktiv. 


xXIV: R=H 1500000000 AE/g 
Ni ise XV: R = -CH, 1200000000 AE/g 
H,C_~ \———CH,— COOH 
XVI | | | 
_-—CHs inaktiv 
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4. Die Bedeutung der Seitenkette. 


Schon in unserer 11. Mitteilung’) haben wir erwahnt, dag 
sowohl die #-Indolyl-propionsiiure (XVII) als auch die f-Indol- 
carbonsaure (XVIII), und die «-Indol-carbonséure (XIX) beim 
Hafertest unwirksam sind. Die Darstellung der mit Hetero-auxin 
isomeren «-Indolylessigsiure (XX) steht noch aus. Dagegen ist 
die «-(6’-Indolyl)-propionsiure (XXI), welche nach A. Ellinger®) 
aus dem Phenylhydrazon von Aldehydo-isobuttersiureester durch 
Kinwirkung von Schwefelsiure erhalten werden kann, bereits aut 
ihre physiologische Wirksamkeit untersucht worden. Sie besitzt 
die im Vergleich zu den anderen Homologen sehr hohe Aktivitiit 
von 5 Milliarden AK/g. Der Vergleich mit der isomeren, physio- 
logisch inaktiven #-Indolyl-propionsiure zeigt, daB fiir die physio- 
logische Wirksamkeit der Abstand des Carboxyls vom Pyrrolkern 
von ausschlaggebender Bedeutung ist. Die «-(6’-Indolyl)-propion- 
siure besitzt ein asymm. Kohlenstoffatom; wir beabsichtigen, diese 
Siure zu spalten, da es von Interesse ist, ob die beiden Antipoden 
verschieden starke Wirksamkeit besitzen. 


“™, —COOH 


inaktiv NH _inaktiv NH _inaktiv 


XVII XVII XIX 

“~~ —0—COOH 
XX \ XXI Lo H 


NH 5000000000 AE/g 


5. Biologische Abbauprodukte des Tryptophans. 


Wie friher bereits mitgeteilt wurde, ist reines 1-Tryptophan 
ebenso wie das synthetisch dargestellte Racemat bei der Test- 
reaktion unwirksam. Da Tryptophan ohne Zweifel die Mutter- 
substanz des in pflanzlichen Mikroorganismen und im Harn 
angetroffenen MHetero-auxins darstellt, wurde untersucht, in 
welchem Stadium des biologischen Abbaus physiologische Akti- 
vitét auftritt. Als Zwischenprodukt des Abbaus kommt 1-f-Indoly]- 
milchsiure (XXII) und f-Indolyl-brenztraubensiure (XXIII) in 
Betracht, die durch hydrolytische bzw. oxydative Desaminierung 
aus Tryptophan entstehen kénnen. Die 1-f-Indolyl-milchsiure 


) Diese Z. 228, 94 (1934). *) Ber. chem. Ges. 38, 2887 (1905). 
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kann nach einer Vorschrift von F. Ehrlich und P. Jacobsen?) ge- 
- wonnen werden, indem man Oidium lactis einige Wochen auf einem 


 tryptophanhaltigen Substrat ziichtet. Reine 1-f-Indolyl-milchsiure 
beim @ War beim Hafertest véllig inaktiv, ebenso wie die racemische Saure, 
uxin nach K. Ichahara und N. Iwakura?) durch Autoklavieren 
mit Baryt erhalten wurde. Dagegen besaB die -Indolyl-brenz- 
er?) traubensiiure eine Wirksamkeit von 200 Millionen AK/g. Diese 
heck Siure wurde nach A. Ellinger und Z. Matsuoka’) aus f-Indol- 
sat aldehyd und — erhalten. Auf Grund der Darstellungs- 

inaktiv On 200000000 AE/g 
XXII XXIII 

em — methode ist nicht anzunehmen, daB die gefundene Aktivitait auf 
on- — cine Verunreinigung zuriickzufiihren ist, zumal sie bei drei von 
€se verschiedenen Personen dargestellten Praparaten festzustellen war. 
len @ Hs ist nicht zu entscheiden, ob f-Indolyl-brenztraubensiure selbst 


physiologisch wirksam ist, oder ob sie — was wir fiir wahrschein- 
 licher halten — in der Haferkoleoptile wihrend der etwa 2 Stunden 

oH | dauernden Testreaktion (zu etwa 1°/,) einem oxydativen Abbau 
_ gu Hetero-auxin unterliegt. Mit dieser Vorstellung wiire auch die 


tiv 

Inaktivitit der #-Indolyl-milchsiure in Kinklang zu bringen; hier 

miiBte nimlich der oxydative Abbau noch iiber eine weitere Stufe hin- 

weg fiihren, so daB er wihrend der beschriinkten Versuchsdauer nicht 

mehr meBbar in Erscheinung treten kann. In diesem Zusammenhang 

ist es interessant, daB K. Thimann‘) bei Kulturen von Rhizo- 

pus suinus auf tryptophanhaltigen Nihrbéden eine Parallelitat fand 

zwischen Luftzufuhr und der Menge des gebildeten Heteroauxins. 

| Wenn man die Befunde der vorliegenden Arbeit tiberblickt, 

so ergibt sich, daB die physiologische Wirksamkeit der -Indolyl- 
- &§ essigsiure, wie die der Auxine a und b in sehr spezifischer Weise 
mit der Konstitution des Molekiils zusammenhingt. Das bedeutet 
nm} nicht, daB es fiir das ,SchloB“ nur einen einzigen ,,Schliissel 
n | gibt. Dieses suggestive Bild hat E. Fischer) bei seinen Enzym- 
' | studien gepriigt, und man hat es seither auch auf viele andere | 
- Fille des biologischen Geschehens iibertragen, als das Sinnbild | 
be 1) Ber. chem. Ges. 44, 888 (1911). | 
8 f *) Diese Z. 195, 202 (1931). 8) Diese Z. 109, 259 (1920). 
ec Ff *) J. of Biol. Chem. 109, 279 (1935); vgl. auch D. Woods, Biochemic. 


| J. 29, 640, 649 (1935). 
. 5) Ber. chem. Ges. 27, 2992 (1894). 


; 
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der konstitutions-spezifischen Wirkung. Durch die Hormon- und 
Vitaminforschung ist das Problem der Spezifitit in ein neues 
Stadium getreten. Wahrend die Enzyme fiir die Synthese!) noch 
ein unerschlossenes Gebiet darstellen, bieten die einfacher gebauten 
»Diokatalysatoren“?) von der Art der Vitamine, der Zoo- und 
Phytohormone dem Synthetiker bereits die Méglichkeit zur Ge- 
winnung mannigfacher Varianten der von der Natur _hervor- 
gebrachten Wirkstoffe. Es zeigte sich, daB es in den aktiven 
Molekiilen empfindliche Bezirke“ gibt, bei denen die geringste 
Anderung eine Dezimierung oder eine Vernichtung der Wirksam- 
keit zur Folge hat; der umgekehrte Fall, eine Erhéhung der 
Aktivitiit ist sehr viel seltener beobachtet wordnn 3), Im Gegen- 
satz zu den genannten Bezirken sind hiiufig betriichtliche Teile 
des Molekiils fiir die Aktivitit verhiltnismaBig indifferent, so dab 
sie zahlreiche Verinderungen zulassen. Man hat diese Verhilt- 
nisse in der Bildersprache mit dem Schliisselbart und dem 
Schliisselschaft verglichen und die betreffenden aktiven Varianten 
als ,,Nachschliissel“ bzw. ,,Dietriche“ bezeichnet. Die zuletzt ge- 
nannte Abwandlung des urspriinglichen Bildes trifft besonders 
fir die Wirkung des Follikelhormons zu, die man — allerdings 
in unphysiologisch hohen Dosen — auch bei Stoffen angetroffen 
hat, welche kaum mehr eine Ahnlichkeit mit dem ,Original“ auf- 
weisen‘), Dagegen ist Hetero-auxin nicht als ,,Dietrich“ an- 
zusprechen; wie friiher schon erwahnt wurde, halten wir es fiir 
den unabhingigen Schliissel zu einer ,,Hintertiir“. 

Wir beabsichtigen die vorliegende Untersuchung iiber die 
Konstitutionsspezifitit des Hetero-auxins noch in verschiedenen 
Richtungen auszubauen. 

Der I. G. Farbenindustrie A. G., Werk Eiberfeld, insbesondere 


Herrn Professor Hérlein, sind wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten 
sehr zu Dank verpflichtet. 


1) Vel. hierzu jedoch die Enzymmodelle von W. Langenbeck u. 
Mitarb., Liebigs Ann. 512, 279 (1934). 

*) Vgl. hierzu A. Mittasch, Naturw. 23, 364 (1935). 

5) Vel. hierzu die Befunde bei Sexualhormonen [A. Butenandt u. 
Mitarb., Diese Z. 231, 224 (1935); L. Ruzicka u. Mitarb., Helvet. chim. 
Acta 18, 994 (1935)], sowie bei Verwandten des Lactoflavins [R. Kuhn u. 
Mitarb., Ber. chem. Ges. 68, 1282 (1935); P. Karrer u. Mitarb., Helvet. 
chim. Acta 18, 908 (1935)]. Vgl. ferner die Verhiltnisse bei Ascorbinsiiure 
(z. B. Zusammenfassung Dtsch. med. Wschr. 1984, 1200). 

*) Vel. hierzu E. C. Dodds, The Lancet 1935, 987. In diesem Zu- 
sammenhang sind auch die krebserzeugenden Kohlenwasserstoffe von groBem 
Interesse. 
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Experimenteller Teil. 


6-Indolylessigsaure. Die $-Indolylessigsiiure wurde nach der Methode 
yon R. Majima und M. Kotake’) dargestellt. Hierbei wurde Indol- 
magnesiumjodid mit Chloracetonitril zur Reaktion gebracht und das ent- 
standene Produkt verseift. Die §-Indolylessigsiiure krystallisiert aus Benzol 
in farblosen Blittchen vom Schmelzp.”) 164—165°. Wirksamkeit: 25 Milli- 
arden AE/g (Mittel aus 100 T'ageswerten). 


-Indolyl- essigsaure-methylester’). 100 mg 
wurden in 5 cem absolutem Ather gelést und unter Eiskihlung mit einer 
itherischen Diazomethanlésung (aus Nitrosomethyl-urethan bereitet) versetzt. 
Nach 8 stiindigem Stehenlassen bei Zimmertemperatur wurde die Lésung 
zur Trockne gedampft und der Riickstand wieder in Ather aufgenommen. 
Die itherische Lésung wurde 2 mal mit 3-proc. Bicarbonatlésung und dann 
noch einmal mit Wasser gewaschen, darauf iiber Natriumsulfat getrocknet 
und eingedampft. Der dlige Riickstand zeigte im Pflanzentest eine Wirk- 
samkeit von 10 Milliarden AE/g. Er wurde in wenig Alkohol gelést und 
mit einer heiBgesiittigten Lisung von 150 mg Pikrinsiiure in Alkohol ver- 
setzt. Beim Abkiihlen krystallisierte das Pikrat in roten Nidelchen aus, 
die nach 2maligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 125° schmolzen. 


3,598 mg Subst.*) (bei 50° i. Hochy. getr.): 6,468 mg CO,, 1,070 mg 
H,O. — 3,411 mg Subst.: 0,526 cem Ng (23°, 755 mm). 


C,,H,,0,N, (418,1) Ber. C 48,79 H3,37 N 13,39 
Gef. ,, 48,97 ,, 3,33 ,, 18,46. 


5 mg des Pikrats wurden unter Erwirmen in 25 ccm Wasser gelést 
und mit Wolle zerlegt®). Der auf diese Weise erhaltene freie Ester hatte 
ebenfalls eine Wirksamkeit von 10 Milliarden AE/g. 


é-Indolyl-essigsdure-athylester. Der Ester wurde aus_ (-Indolyl- 
essigsiure mit Diazoiithan dargestellt. Er bildet ein hellgelbes Ol, das eine 
Wirksamkeit von 3 Milliarden AE/g besitzt. Sein in alkoholischer Lésung 
dargestelltes Pikrat krystallisierte in roten Niidelchen, die nach $ maligem 
Umkrystallisieren aus Alkohol bei 84° schmolzen. 


5,084 mg Subst. (bei gew. Temp. i. Hochv. getr.): 9,265 mg CO,, 
1,740 mg H,O. — 2,942 mg Subst.: 0,836 cem N, (25°, 747 mm). 


C,,H,,O,N, (432,2) Ber. C 49,98 3,73 N 12,96 
Gef. ,, 50,20 ,, 3,87 ,, 12,86. 


1) Ber. chem. Ges. 58, 2042 (1925). 

*) Die Schmelzpunkte dieser Arbeit sind nicht korrigiert. 

5) R. Jackson, J. of Biol. Chem. 88, 660 (1930), hat durch Einwirkung 
von Methanol- (bzw. Athanol-) Chlorwasserstoff auf §-Indoly]-essigsiiure den 
Methyl- und den Athylester dargestellt. Er gibt von beiden Stoffen nur 
an, daB sie bei etwa 180°/2 mm destillieren. 

4) Die Analysen wurden bei Dr. A. Schoeller, Berlin-Schmargendorf, 
ausgefiihrt. 

5) Vgl. H. Miller, Diese Z. 207, 209 (1932). Alle dargestellten Pikrate 
wurden auf diese Weise fiir den Pflanzentest vorbereitet. 
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6-Indolyl-essigséure-propylester. Dieser Ester wurde aus 6-Indolyl. 
essigsiiure mit Hilfe von Diazopropan') dargestellt. Er stellt ein gelbes 
Ol dar mit einer Wirksamkeit von 1 Milliarde AE/g. Sein Pikrat schmilzt 
nach 8 maligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 105° 


4,519 mg Subst. (wie oben getr.): 8,515 mg CO,, 1,590 mg H,O. — 
3,151 mg Subst.: 0,351 cem N, (23,5°, 752 mm). 
CioH,,0,N, (446,2) Ber. C 51,10 H4,06 N 12,56 
Gef. ,, 51,89 ,, 3,94 ,, 12,65. 


200 mg -Indolyl-essigsiure 
wurden in Alkohol gelést und mit alkoholischer Kalilauge genau neutra- 
lisiert. Dabei wurde gerade soviel Wasser zugefiigt, daB das Kaliumsalz 
in Lésung blieb. Nunmehr wurde ein geringer Uberschu8 einer wibrigen 
Silbernitratlésung zugegeben und das gebildete Silbersalz abfiltriert. Es 
wurde gut mit Alkohol ausgewaschen und bei gewébhnlicher Temperatur 
im Dunkeln im Vakuum iiber P,O; getrocknet. Das staubtrockene Salz 
wurde in absolutem Benzol suspendiert, mit einem geringen Uberschul 
von Isopropyljodid versetzt und 6 Stunden lang im Dunkeln geschiittelt. 
Nach dem Filtrieren und Entfernen des Benzols im Vakuum wurde der 
Riickstand in Ather aufgenommen und 3 mal mit 5°/, iger Bicarbonatlésung 
ausgeschiittelt. Die aitherische Lésung lieferte nach dem Trocknen einen 
dligen Riickstand mit einer Wirksamkeit von 100 Millionen AE/g. Von 
diesem Produkt konnte ein Pikrat dargestellt werden, dessen Schmelzpunkt 
nach 3maligem Umkrystallisieren aus nates 100—101° betrug. 


4,318 mg Subst. (bei gew. Temp. i. Hochy. getr.): 8,094 mg CO,, 
1,532 mg H,O. — 8,874 mg Subst.: 0,413 cem N, (23°, 768 mm). 
(446,2) Ber. C 51,10 H4,06 N 12,56 
Gef, ,, 51,12 , 3,97  ,, 12,42. 


100 mg #-Indolyl-essig- 
siure-methylester wurden in 7,5 cem Alkohol gelést und mit 30 mg Pt0O,- 
Katalysator in 0,1 cem konzentrierter Salzsiiure bei Zimmertemperatur 
hydriert. Nach 38 stiindigem Schiitteln waren 16,12 eem H, (theoretische 
Menge 11,85 cem) aufgenommen. Der Versuch wurde nunmehr unterbrochen, 
der Katalysator abfiltriert und das Filtrat auf ein geringes Volumen ein- 
gedampft. Es wurde mit 10°/, iger Kalilauge schwach alkalisch gemacht 
und ausgeiithert. In der wiBrigen Lisung blieb dabei unveriindertes Aus- 
gangsmaterial zuriick, das nach dem Aufarbeiten iiber das Pikrat zuriick- 
gewonnen werden konnte (27 mg). Der Atherextrakt wurde wiederholt mit 
0,5°/, iger Schwefelsiiure ausgeschiittelt, danach die saure Lésung mit 
0,2 n-Kalilauge neutralisiert und erneut ausgeiithert. Nach dem Trocknen 
und Abdampfen des Athers hinterblieb ein éliger Riickstand, von dem in 
alkoholischer Lésung das Pikrat dargestellt wurde. Rote Nidelchen, 
Schmelzpunkt nach 4maligem Umkrystallisieren aus Alkohol 178°. 


1) Nach S. Nirdlinger u. S. Acree, Amer. chem. J. 48, 358 (1910) 
wurde das Nitroso-propylurethan durch Einwirkung von N,O, auf das 
Kondensationsprodukt von Propylamin und Chlorkohlensiure-ester dar- 
gestellt. Aus dem Nitroso-propyl-urethan konnte in der iiblichen Weise 
das Diazopropan gewonnen werden. 
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4,490 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. getr.): 7,995 mg CO,, 1,540 mg 
H,O. — 3,883 mg Subst.: 0,454 ccm N, (26°, 760 mm). 
(420,2) Ber. C 48,55 H 3,83 N 13,38 
Gef. ,, 48,56 , 384 ,, 18,88. 


4mg des Pikrats wurden in Wasser gelést und mit Wolle zerlegt. 
Der daraus durch Extraktion mit Ather erhaltene Dihydro- -ester besaB noch 
eine Aktivitiit von 34000000 AE/g und wurde deshalb in folgender Weise 
gereinigt: 100 mg Pikrat wurden in wiBriger Lisung mit Wolle zerlegt 
und das Filtrat ausgeithert. Der Atherextrakt wurde hiiufig mit 0,5°/, iger 
Schwefelsiiure ausgeschiittelt, die sauren Lésungen vereinigt, mit 0,2 n-KOH 
neutralisiert und wiederum ausgeiithert. Der Riickstand dieses Atherextrakts 
lieferte ein gut krystallisierendes Pikrat, das noch 4 mal aus Alkohol um- 
krystallisiert wurde. Wenn man dieses Pikrat nunmehr in der iiblichen 
Weise mit Wolle zerlegte, so zeigte der freigemachte Dihydro-ester keinerlei 
Wirksamkeit mehr. 

2,3-Dihydro-indol-3-essigsaure. Freie (-Indolyl-essigsiiure nahm 
bei der katalytischen Hydrierung mit PtO, viel mehr als die fiir eine 
Doppelbindung berechnete Menge Wasserstoff auf, Deshalb wurde die 
Dihydro-indoly]-essigsiiure durch Verseifung des vorstehend beschriebenen 
2,3-Dihydro-indol-3-essigsiure-methylesters dargestellt. 

125 mg des Dihydro-esters wurden mit 1 cem 2 n-Schwefelsiiure 
4 Stunden lang auf dem Wasserbad unter Riickflu8 erhitzt. Danach wurde 
die berechnete Menge 0,05 n-Barythydrat zugefiigt, das entstandene Barium- 
sulfat abzentrifugiert und die klare Lésung im Vakuum zur Trockne ge- 
dampft. Es blieb ein dickes gelbes Ol zuriick, das sich in wenig Wasser 
liste und in der Wiirme mit einer gesittigten wiBrigen Lésung von 150 mg 
Pikrinsiiure versetzt wurde. Beim Abkiihlen bildete sich ein dunkelbraunes 
Ol, das nach 8 wéchentlichem Aufbewahren bei 1° krystallisierte. Dieses 
Rohpikrat wurde in wenig warmem Alkohol gelést und lieferte nach 3 Tagen 
ein Krystallisat, das nunmehr bei erneutem Behandeln mit Alkohol direkt 
krystallin erhalten wurde. Nach weiterem 2 maligem Umkrystallisieren 
blieb der Schmelzpunkt konstant bei 168°. Ein Teil des Pikrats wurde in 
wiBriger Lésung mit Wolle zerlegt. Die freigemachte 2,3-Dihydro-indol- 
3-essigsiiure besaB keine Aktivitit im Hafertest. 

Pikrat. 4,418 mg Subst. (bei 50° i, Hochv. getr.): 7,680 mg CO,, 
1,400 mg H,O. — 38,142 mg Subst.: 0,393 cem N, (24°, 749 mm). 

C,gH,,0,N, (406,1) Ber. C 47,28 3,47  N 13,79 
Gef. ,, 47,41 99 3,59 


1-Methyl-indol-3-essigsiure. Nach der Vorschrift von E. Fischer’) 
wurde die 1-Methyl-indol-2-carbonsiure dargestellt, indem man das Methyl- 
phenyl-hydrazon von Brenztraubensiiure in Salzsiure aufléste. Hieraus 
entstand durch Decarboxylierung 1-Methylindol, das nach A. Piccinini®) 
mit Diazoessigester kondensiert wurde. Durch Verseifung des Reaktions- 
produktes entstand 1-Methyl-indol-3-essigsiiure, die insgesamt 8 mal aus 
Benzol—Petrolither umkrystallisiert wurde. Farblose Krystalle yom Schmelz- 
punkt 128°. Wirksamkeit 30 Millionen AE/g. Spiiter wurde dieselbe Siiure 


1) Ber. chem. Ges. 17, 562 (1884). 
*) Atti Acad. naz. Lincei 58, 315 (1899). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXXXY. 
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auch noch auf eine andere Weise dargestellt, und zwar wurde ent- 
sprechend der Bereitung von 2-Athyl-indol-3-essigsiure (vgl. weiter unten) 
das asymm.-Methyl-phenylhydrazon des Aldehydo-propionsiureesters mit 
Schwefelsiiure behandelt. 
2-Methyl-indol-3-essigsiure. Die Siure wurde entsprechend der 
Vorschrift von E. Fischer’) durch Schmelzen des Phenylhydrazons von 
Livulinsiure mit Stannochlorid dargestellt. Nach 4maligem Umkrystalli- 
sieren aus Aceton farblose Krystalle vom Schmelzp. 128°, Wirksamkeit: 
125 Millionen AE/g. 
Die freie 2-Methyl-indol- 
3-essigsiure wurde mit Diazomethan in itherischer Lésung methyliert. 
Nach 3maligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol farblose Krystalle 
vom Schmelzp. 65% V6llig unwirksam. 
4,671 mg Subst. (bei gew. Temp. im Hochyv. getr.): 12,115 mg CO,, 
2,740 mg H,O. — 3,572 mg Subst.: 0,216 eem N, (23°, 755 mm). 
C,,H,,0,N (203,1) Ber. C7090 H645 6,89 
Gef. ,, 70,75 ,, 6,56 , 6,93. 
2-Athyl-indol-3-essigsiure. 1 ¢ Homo-livulinsiiure wurde mit der 
berechneten Menge Phenylhydrazin versetzt und das Kondensationsprodukt 
mit 20 ccm absolutem Alkohol und 1,6 g konzentrierter Schwefelsiure 
4 Stunden lang unter RiickfluB gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde das 
Reaktionsprodukt in 500 cem Wasser gegossen, wobei sich ein braunes Ol 
abschied, das in Ather aufgenommen wurde. Nach dem Trocknen und 
Entfernen des Athers wurde der Riickstand mit 50 eem 10°/, iger alkoholischer 
Kalilauge */, Stunden lang auf dem Wasserbade erhitzt. Das Reaktions- 
produkt wurde wieder in Wasser gegossen, die Lésung mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesiuert und ausgeiithert. Die Atherlésung wurde nunmehr 
in saure und neutrale Anteile “ zerlegt. Die Séurefraktion lieferte ein 
krystallisiertes Produkt, das 6mal aus Wasser umkrystallisiert wurde. Farb- 
lose Krystalle vom Schmelzp. 100—101°. Unwirksam im Hafertest. 
4,928 mg Subst. (bei gew. Temp. im Hochv. getr.): 12,835 mg CO,, 
2,880 mg H,O. — 3,462 mg Subst.: 0,215 cem Ny, (20,5°, 764 mm). 
C,,H,,0,N (2031) Ber. C 70,90 H6,45 N 6,89 
5-Methyl-indol-3-essigsiure. 5 g Ester der Formyl]-propionsiiure?) 
wurden mit der berechneten Menge p-Tolyl-hydrazin‘) versetzt und das 
braune dlige Reaktionsprodukt genau wie im vorhergehenden Versuch auf- 
gearbeitet. Die Krystalle konnten auch nach mehrfachem Umkrystallisieren 
aus Wasser nicht véllig farblos erhalten werden. Schmelzp. 151°. Wirksam- 
keit 1,5 Milliarden AE/g. 
4,242 mg Subst. (bei 30° im Hochv. getr.): 10,840 mg CO,, 2,290 mg 
H,O. — 2,627 mg Subst.: 0,176 cem N, (23°, 749 mm). 
C,,H,,0,N (189,1) Ber. C 69,80 H5,87 N 7,49 
Gef. ,, 69,69 ,, 6,04 ,, 7,61. 
5- Methyl -indol-3-essigsiure-methylester. Die 5-Methyl-indol-3- 
essigsiure wurde mit Diazomethan in itherischer Lésung methyliert. Der 


) Liebigs Ann. 236, 146 (1886). 
Dargestellt nach W. Wislicenus, E, Béklen u. F. Reuthe, 
Liebigs Ann, 363, 353 (1908), *) Bezogen von Frinkel und Landau. 
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Ester stellt ein Ol dar mit einer Aktivitit von 1,2 Milliarden AE/g. Das 
in der iiblichen Weise dargestellte Pikrat schmolz nach 4maligem Um- 
krystallisieren aus Alkohol bei 122—123°. 
2,710 mg Subst. (bei 30° im Hochv. getr.): 0,302 cem N, (23°, 768 mm). 
C,,H,,O,N, (432,1) Ber. N 12,96 Gef. N 13,00. 


2,5-Dimethyl-indol-3-essigsiure. 7,5 Livulinsiiure wurden in 
Wasser gelést und mit der schwach essigsauren Lisung der berechneten 
Menge p-Tolylhydrazin versetzt. Das gebildete p-Tolylhydrazon wurde 
abfiltriert, mit Wasser gewaschen, bei Zimmertemperatur im Vakuum gut 
getrocknet und 3mal aus Benzol umkrystallisiert. Farblose Krystalle yom 
Schmelzp. 97°, die an der Luft schnell verharzen. 

7,5 g des p-Tolyl-hydrazons wurden mit 37,5 g Stannochlorid gut ver- 
mischt und eine halbe Stunde lang im offenen Kolben im Olbad auf 120° 
(Badtemperatur) erhitzt. Nach dem Erkalten behandelte man die griine 
Schmelze zur Auflésung des ZnCl, mit 0,2 n-Salzsiiure und filtrierte. Der 
dunkle, klebrige Riickstand wurde bei Zimmertemperatur an der Luft ge- 
trocknet, gepulvert und wiederholt mit Ather ausgekocht. Die iitherischen 
Lisungen wurden vereinigt und in saure und neutrale Anteile zerlegt. Die 
Siurefraktion ergab ein graues Pulver, das sich in verdiinnter Essigsiiure 
liste. Die Lésung wurde mit Tierkohle gekocht und hei8 filtriert. Beim 
Erkalten schieden sich Krystalle aus, die nach 3maligem Umkrystallisieren 
aus verdiinnter Essigsiiure noch schwach gelb gefirbt waren, aber konstant 
bei 172—173° schmolzen. Sie waren im Hafertest véllig unwirksam. 

2,701 mg Subst. (bei 60° im Hochyvy. getr.): 7,040 mg CO,, 1,570 mg 
H,O. — 3,317 mg Subst.: 0,218 cem N, (25°, 749 mm). 

C,,H,,0.N (203,1) Ber. C7090 H6,45 N 6,89 

Gef. ,, 71,09 ,, 6,50 ,, 7,42. 
a-(8’-Indolyl)-propionsaure. Diese Siure wurde nach der Vorschrift 
von A. Ellinger’) durch Ringschlu8 und Abspaltung von Ammoniak aus 
dem Phenylhydrazon der Aldehydo-iso-buttersiiure dargestellt. Nach 
3maligem Umkrystallisieren aus Wasser wurden farblose Krystalle vom 
Schmelzp. 102° erhalten (Ellinger fand als Schmelzp. 107°). Wirksamkeit: 
5 Milliarden AE/g. Da beim Umkrystallisieren der Siiure groBe Verluste 
auftraten, wurde das Pikrat dargestellt (Schmelzp. 146—147°), 4mal um- 
krystallisiert und in der iiblichen Weise mit Wolle zerlegt. Die Aktivitiit 

der so gereinigten Siiure betrug wiederum 5 Milliarden AE/g. 

Pikrat: 5,051 mg Subst. (bei 30° im Hochv. getr.): 9,040 mg CO,, 
1,560 mg H,O. — 3,198 mg Subst.: 0,372 cem Ny, (23,5°, 757 mm). 

C,,H,,0,N, (418,1) Ber. C 48,79 H 3,37 N 13,39 

Gef. ,, 48,81 ,, 3,48 ,, 13,34. 
8-Indolyl-carbonsaure. Nach der Vorschrift von R. Majima und 
M. Kotake®) wurde Chlorameisensiure-iithylester mit Indolmagnesiumjodid 
kondensiert und das entstandene Reaktionsprodukt verseift. Farblose 

Krystalle vom Schmelzp. 213°. Unwirksam im Hafertest. 

8-Indolyl-propionséure. Diese Siiure wurde nach 2 verschiedenen 
Methoden dargestellt. Einmal wurde das vorstehend genannte Verfahren 
von R. Majima und M. Kotake’) angewandt, dabei aber Chlor-propionitril 


1) Ber. chem. Ges. 38, 2887 (1905). 
*) Ber. chem. Ges. 55, 3870 (1922); 63, 2240 (1930). 
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statt des Chloraceto-nitrils verwendet; zweitens wurde die von A. Ellinger’) 
angegebene Darstellungsweise der «-(9’-Indolyl)-propionsiure variiert, indem 
statt der Aldehydo-isobuttersiiure die Aldehydo-buttersiure zur Anwendung 
gelangte. 

Die 8-Indolyl-propionsiure bildet farblose Krystalle vom Schmelz- 
punkt 134°. Sie zeigt keine Wirksamkeit beim Hafertest. 

«-Indolyl-carbonsaure. Die Siure wurde nach der Vorschrift von 
E. Fischer?) durch Schmelzen des Phenylhydrazons der Brenztraubensiure 
mit Stannochlorid dargestellt. Sie besitzt einen Schmelzpunkt von 200 bis 
201° und ist unwirksam im Hafertest. 

6-Indolyl-milchsaure. Nach den Angaben von F. Ehrlich und 
P. Jacobsen’) wurde Oidium lactis auf einem Nihrboden geziichtet, der 
1-Tryptophan enthielt. Auf diese Weise wird das 1-Tryptophan in 1-6-Indo- 
lyl-milchsiiure umgesetzt. Die 1-8-Indolyl-milchsiure bildet (3 mal aus Ather- 
Ligroin umkrystallisiert) farblose Krystalle vom Schmelzp. 99°, das Racemat 
der Siure‘) schmilzt dagegen bei 145—146°. Beide Priiparate waren beim 
Hafertest unwirksam. 

6-Indolyl-brenztraubensdure. Diese Siiure wurde nach dem Ver- 
fahren yon A. Ellinger und Z. Matsuoka’) aus dem Acetyl-az-lacton 
der Hippursiiure und Indol-3-aldehyd dargestellt, Nach viermaligem Um- 
krystallisieren aus Eisessig wurde ein beinahe farbloses Priiparat vom 
Schmelzp. 210° erhalten. Wirksamkeit: 200 Millionen AE/g. 

4,087 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. getr.): 9,795 mg CO,, 1,630 mg 
H,O. — 2,476 mg Subst.: 0,157 cem N, (24,5°, 742 mm). 

C,,H,O,N (203,1) Ber. C 6499 H448 N 689 
Gef. ,, 65,36 4,46 7,09. 

Krystall- Essigsiiure-gehalt: 2,945 mg Subst. (bei 100° i. V. iiber 

KOH getr.) gaben 0,663 mg Gewichtsverlust. 
Ber. 22,80 Gef. 22,51. 


Bestimmung der Dissoziationskonstanten. Fiir die p,-Messungen 
von Hetero-auxin- und Auxin-a-lésungen wurde das Mikro-ionometer von 
Lautenschliger mit einer Kalomel-elektrode als Vergleichselektrode ver- 
wendet, wiihrend die MeBelektrode eine gesiittigte Chinhydronliésung ent- 
hielt. Gefunden wurden folgende py-Werte: 


Hetero-auxin: in 0,01 molarer Lésung py = 3,44 

» 9,005 ,, ” 3,59 

» 9,001 ,, ” » = 3,92. 
Auxin-a: in 0,001 molarer Lisung py = 4,00; 3,99. — Mit Hilfe 

H’)* 
der Formel K = ais wurde daraus als Dissoziationskonstante von Hetero- 
auxin K = 1-107°, 3-107 und 2-10~° berechnet, wihrend sich fiir Auxin-a 
der Wert K = 1-105 ergab. 


1) a. a. O. *) Liebigs Ann, 236, 142 (1886). 

*) Ber. chem. Ges. 44, 888 (1911). 

*) Dargestellt nach K. Ichihara u. N. Iwakura, Diese Z. 198, 
202 (1931). 

Diese Z. 109, 261 (1920). 
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Studien tiber Schardinger-Enzym und einige bei der Phos- 
phorylierung und der Oxydoreduktion beteiligten Co-Enzyme. 
Von 
Bengt Andersson. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1935.) 


In einer friiheren Mitteilung') habe ich iiber einige Versuche 
mit Schardinger-Enzym?) berichtet. Die dort vorliufig be- 
schriebenen Untersuchungen, die ich einige Zeit habe liegen lassen 
miissen, sind jetzt durch erneute Versuche erweitert und weiter 
fortgefiihrt worden. Fiir meine Versuche habe ich ein Enzym- 
priparat benutzt, das nach den Vorschriften von Wieland und 
Rosenfeld’) aus Rahm durch Trocknen und Extraktion des Fettes 
mit Ather und Petrolither dargestellt worden war. Die Enzym- 
lésungen wurden in der Regel so bereitet, daB ein Teil des Pri- 
parates mit 20 Teilen von einem m/10-Phosphatpuffer (p,, = 7,4) 
eine Stunde lang verrieben wurde. Nach scharfem Zentrifugieren 
erhielt man die Enzymlésung als opale Fliissigkeit, die 3 Stunden 
gegen flieBendes Wasser dialysiert wurde. Trockengewicht: 13 mg 
pro ccm. Durch Girversuch wurde festgestellt, daB sie sowohl 
von Co-Zymase wie auch von thermostabilen Hemmungskérpern 
vollkommen frei war. Flavin und Flavin-Enzym waren schon in 


1) Ark. Kem., Mineral. Geol., Ser. A. 11, Nr. 17 (1934.) 

*) Beziiglich der Frage, ob im Schardinger-Enzym ein oder zwei 
Enzyme vorliegen, sei hier nur auf die Untersuchungen von Dixon und 
Thurlow [Biochemic. J. 18, 976 (1924)] sowie die von Wieland und 
Macrae [Liebigs Ann. 483, 217 (1930)] hingewiesen. Ohne zu dieser Frage 
Stellung zu nehmen, habe ich in der vorliegenden Arbeit aus praktischen 
Griinden das Enzymsystem der Milch als aus zwei verschiedenen Enzymen 
zusammengesetzt betrachtet, aus einer Aldehyddehydrogenase und einer 
Xanthindehydrogenase. Der Name Schardinger-Enzym, der wohl fiir 
diesen Fall eigentlich der Aldehyddehydrogenase zukommt, wird hier als 
zusammenfassende Bezeichnung des ganzen dehydrierenden Enzymsystems 
der Milch benutzt, was wohl aus konventionellen Griinden berechtigt sein 
diirfte. 

5) Liebigs Ann. 477, 32 (1930). 
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der undialysierten Losung nur in Spuren vorhanden, was nach 
dem Prinzip der Lumiflavinbildung durch Belichtung in alkalischer 
Lésung’) und Ausschiitteln des gebildeten Lumiflavins mit Chloro- 
form’) nachgewiesen wurde. 

Beziiglich der Methodik sei erwihnt, daB die Mb-Versuche nach 
Thunberg-Ahlgren’) und die Girversuche nach Myrbick und Euler‘ 
ausgefiihrt worden sind. Betreffs der Glykolyse- und Phosphorylierungs- 
versuche sind die dabei benutzten Verfahren an den betreffenden Stellen 
kurz angegeben. Die Temperatur war, wenn nicht anders angegeben wird, 30°. 

Zur Charakterisierung des Priiparates sei folgender Mb-Versuch an- 
gefithrt: 

Versuch 1. 


Reagenzlésungen: Mb: 3: 2000. — Aktive Co-Zymase: ACo = 150000, 
250 Co/ecm. — Acetaldehyd: m/2. — Xanthin: m/400. — Phosphatpuffer: 
m/10, py = 7,4. — Das Volumen jeder Probe: 1,2 ccm. 


Tabelle 1. 


Nr. |0,2ccem Enzymlésung, + 0,2ccm Mb + 0,4cecm Puffer | Entfarbungszeit 


2,5 Min.; 2,5 Min. 
5; 6 [0,2 cem Xanthin + 0,2 ccin akt. Co-Zymase . . 2,5 ,, 32,5 ,, 


Wie ich in meiner friiheren Mitteilung (a. a. O.) angegeben 
habe, iibt also die Co-Zymase auf die Dehydrierung des Xanthins 
durch Schardinger-Enzym keinen EinfluB aus. Dagegen wird 
die Dehydrierung des Acetaldehyds stark gehemmt, und zwar 
nicht weniger von der inaktiven Co-Zymase als von der aktiven. 


Versuch 2. 


Co-Zymase wurde in folgenden Weisen inaktiviert. 

a) Co-Zymase (ACo = 150000, 250 Co/ecm) wurde bei ihrem natiirlichen 
Py (etwa 3,5) in einem Einschmelzrohr 2 Stunden lang in kochendem Wasser 
erhitzt. Das Priparat war beim Girversuch vollkommen inaktiv (inaktive 
Co-Zymase a). 

b) Zu teem von dem obigen Co-Zymasepréparat wurde NaOH bis 
zur schwach alkalischen Reaktion gesetzt (schwach rosa gegen Phenol- 


1) Warburg u. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933). 

?) Zur quantitativen Bestimmung vgl. Kuhn, Wagner-Jauregg u. 
Kaltschmitt, Ber. Chem. Ges. 67, 1452 (1934). Uber eine in diesem 
Institut ausgearbeitete Methode zur quantitativen Bestimmung vgl. Vivanco, 
Ark. Kem. Mineral. Geol., Ser. A. 12, Nr. 6. 

8) Oppenheimer u. Pincussen, Methodik der Fermente, 5. Aufl. 
S. 1118, 

*) Ebenda S. 1297. 


L 
m 
ke 
| 
§ 
I 
| | 


nach 
lischer 
‘hloro- 


e nach 
juler‘) 
erungs. 
Stellen 
rd, 30°. 
ich an- 


50.000, 
pufter: 


gszeit 


geben 
ithins 
wird 
zwar 
tiven. 


lichen 
Jasser 
uktive 


H bis 


1enol- 


u. 
lesem 
C0, 


Aufl. 


Studien iiber Schardinger-Enzym usw. 219 


phthalein). Dieselbe Menge NaOH wurde noch dazu gegeben, und die 
Lésung wurde 5 Minuten in kochendem Wasser erhitzt. Nach Neutralisierung 
mit einem Tropfen verdiinnter Phosphorsiure wurde das Volumen mit 
Wasser auf 2ccm gebracht. Das Priparat war beim Girversuch voll- 
kommen inaktiv (inaktive Co-Zymase b). : 

Ubrige Reagenzlésungen wie in Versuch 1. 


Tabelle 2. 


Nr. |0,2cem Enzymlésung + 0,2ccm Mb + 0,4ccm Puffer | Entfarbungszeit 


1; 2]0,2cem aktive Co-Zymase. .......... Nach 5 Stunden 
nicht entfarbt 

3; 410,2 ccm inaktive Co-Zymasea......... dto. 

5; 610,2 cem inaktive Co-Zymaseb......... dto. 

7; 810,2cem Acetaldehyd ........2...246-. 4,5Min.; 4,5 Min. 


9: 10} 0,2 ccm Acetaldehyd + 0,2 ccm aktive Co-Zymase}13 ,, ; 13,5 ,, 
11; 12] 0,2ccm Acetaldehyd +0,2ccm inaktive Co-Zymasea}]14 ,, ;14,5 ,, 
13; 14] 0,2cem Acetaldehyd +0,2ccm inaktive Co-Zymaseb]25 ,, ,, 

Dieser Hemmungseffekt der Co-Zymase') steht wohl in Zu- 
sammenhang mit den besonders von Dixon und Thurlow (a.a. 0.) 
sowie von Wieland und Macrae?) studierten Hemmungen durch 
Purinderivate und ein Vergleich mit verwandten, den Purinkern 
enthaltenden Substanzen diirfte von Interesse sein. Auch schien 
von Gewicht zu sein, das Warburgsche Co-Ferment, das in bezug 
auf seine Wirkung groBe Ahnlichkeit mit der Co-Zymase besitzt, 
in dieser Hinsicht zu priifen. 


Versuch 3. 


Von den zu untersuchenden Substanzen wurden womdglich aquimolare 
Lésungen benutzt um einen quantitativen Vergleich zu erhalten. 

Xanthin: m/400. 

Adenosin: Das Praiparat war iiber das Pikrat dargestellt, welches 
bis zur einheitlichen Krystallisation gereinigt worden war. Schmelzp. 229°, 
K onz. m/400. 

Muskeladenylsadure: Das Priparat war in dem Lohmannschen 
Laboratorium dargestellt. Schmelzpunkt, Alkaliverbrauch und Stickstoff- 
gehalt stimmten mit den entsprechenden Werten der reinen Substanz tiberein. 
Konzentration: m/400. 

Adenylpyrophosphat: Die Substanz war ein Ba-Salz aus Loh- 
manns Laboratorium, die bei Giérung vollkommen inaktiv war. Sie wurde 
mit iiberschiissiger Na,SO,-Lésung verrieben und fiir den Versuch benutzt. 
Konz.: m/400. 


1) Uber die chemische Natur der Co-Zymase vgl. z.B. Myrbick u. 
Euler, Diese Z. 203, 143 (1931), sowie Myrback, Diese Z. 228, 199 (1934), 
Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 234, 235 (1935) und Myrbick, 
Diese Z. im Druck. *) Liebigs Ann. 483, 217 (1930). 
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Co-Zymase: Folgende Uberlegungen mégen einen approximativen Be- 
griff von der molaren Konz. der benutzten Co-Zymase-Lésung geben: Aus 


Arbeiten in neuester Zeit in diesem Institut’) ist hinsichtlich der Reinigung 


der Co-Zymase hervorgegangen, da8 die reine Co-Zymase einen viel héheren 
ACo-Wert hat als friiher angenommen. Die untere Grenze ist wohl zwischen 
3—400000 zu ziehen, die obere Grenze diirfte dagegen véllig unbekannt 
sein; hier wird aber vorliufig angenommen, daB der ACo-Wert der reinen 
Co-Zymase gleich 400000 ist. 1 Co entspricht somit 1/400000 g. Ist, wie 
aus Myrbicks*) Untersuchungen hervorgeht, das Molekulargewicht der Co- 
Zymase von einer GréBenordnune von 509, so ist also 1Co = 1/400000-500mol. 
Da die benutzte Lésung 500 Cv j10 ccm enthielt, so ist somit ihre Kon- 
zentration m/400. Es muB aber hervorgehoben werden, daB die benutzte 
Co-Zymase wahrscheinlich noch erhebliche Mengen von inaktiver Co-Zymase 
enthalt. 

Warburgs Co-Ferment: Benutzt wurde eine ,rohe Co-Ferment- 
lésung“*). Sie enthielt 18 Co Co-Zymase pro ccm und war, wie aus diesem 
Versuch hervorgeht, praktisch Donatoren-frei in bezug auf Schardinger- 
Enzym gegen Mb. — 0,1 ccm von der benutzten Lésung entspricht ungefahr 
30 Co Co-Zymase bei Dehydrierung von Robison-Ester durch Zwischen- 
ferment, Flavinenzym und Mb. 

Ubrige Reagenzlésungen wie in Versuch 1. 


Tabelle 3. 
Nr. |0,2cem Enzymlésung + 0,2 ccm Mb + 0,4ccm Puffer] Entfirbungszeit 
nicht entfairbt 
3; 4] 0,2 com Muskeladenylsiure. ......... desgl. 
5; 6] 0,2cem Adenylpyrophosphat......... desgl. 
7; 8] 0,2 cem aktive Co-Zymase ........ desgl. 
9; 10] 0,2cem Warburgs Co-Ferment. ....... desgl. 
11; 12] 0,2cem Acetaldehyd. ............ 10 Min.; 10 Min. 
13; 14] 0,2 com +0,2ccm Adenosin . . ,, ; 20 ,, 
15; 16] 0,2 +0,2cem Muskeladenylsiure ,, ; 14 ,, 
17; 18} 0,2 +0,2 Ad.-Pyrophosphat ,, ; 15 ,, 
19; 20] 0,2 ccm +0,2 ccm aktive Co-Zymase |40 ,, ; 40 ,, 
21; 22] 0,2 ccm a +0,2 com Warburgs 
Co-Ferment ..... 
23; 24] 0,2 ccm +0,2cem Xanthin. .... » 


Die 4 ersten Purin-haltigen Stoffe zeigen also einen deut- 
lichen Hemmungseffekt, der bei Warburgs Co-Ferment dagegen 
véllig ausbleibt. Diese Tatsache diirfte vielleicht so gedeutet 
werden, daB bei diesem Co-Enzym ein Purinkern nicht vorkommt. 


1) Myrback u. Ortenblad, Diese Z. 283, 148 (1935); Euler, Albers, 
Schlenk u. Giinther, Ark. Kem., Mineral. Geol., Ser. B. 12, Nr. 4 (1935); 
Euler, Albers u. Schlenk, a. a. O. 

?) Myrbick, Diese Z. 226, 125 (1934). 

*) Warburg u. Christian, Biochem. Z. 254, 440 (1932). 
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0,5 cem 10°/,iger Phosphatpuffer (py = 6,4), 0,3 g 
volumen jedes Ansatzes: 2cem. 20 Co Co-Zymase (ACo = 40000). 
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| Beziiglich der Co-Zymase spricht der Versuch dafiir, daB bei der 


Inaktivierung, besonders mit Alkali, nicht Adenylsiure entsteht, 
was mit den letzten Befunden Myrbicks!) iibereinstimmt. 
In ihrer oben zitierten Arbeit nehmen Dixon und Thurlow 


-beziiglich derartigen Hemmungen an, ,,that as the purine concen- 


tration increases it becomes increasingly difficult for the methylene 
blue to reach the enzyme surface.“ Die Verff. stellen sich also 
vor, daB das Schardinger-Enzym von den hemmenden Substanzen 


in irgendeiner Weise blockiert ist. Man kénnte vielleicht das- 


selbe Verhiltnis auch so ausdriicken, daB eine Affinitaét zwischen 
dem Enzym und dem hemmendem Stoff besteht. Je stirker die 
Affinitat ist, um so kraftiger werden die freien Valenzen des 
Enzyms in Anspruch genommen, und somit der hemmende Effekt 
gesteigert. Die Affinitét zwischen der Acetaldehyd-Dehydrogenase 
der Milch und der Co-Zymase wiirde also stiirker sein als zwischen 
derselben Dehydrogenase und z. B. Muskeladenylsiure. Umgekehrt 


ist aus dieser Arbeitshypothese zu schlieBen, daB auch die be- 
_ treffenden Substanzen, die unter den oben genannten Bedingungen 
- die Dehydrierung des Acetaldehyds hemmen, in entsprechender 
_ Weise von Schardinger-Enzym blockiert werden. Man kénnte 
also erwarten, daB diejenigen von diesen Stoffen, die Co-Enzym- 
Eigenschaften haben, nimlich Co-Zymase, Adenylpyrophosphat 
und Muskeladenylsiure*) — Adenosin scheint noch nicht gepriift 
- zu sein — durch Zusatz von Schardinger-Enzym an Wirksam- 
keit verlieren, d. h. daB die alkoholische Garung und die Glyko- 
_ lyse von Schardinger-Enzym gehemmt werden. Kine derartige 
- Hemmung findet jedenfalls statt, was aus folgenden Versuchen 
 hervorgeht. 
_ hervorgehoben ist, keinen KinfluB aus. 


Die gekochte Enzymlésung iibt, wie schon friiher 


Versuch 4. 


Girversuch. Zu jeder Probe: 0,1 g Glucose, 9 mg Hexosediphosphat, 
Apo-Zymase. Gesamt- 


Tabelle 4. 


0,4 0,4 cem gek. Ohne 
usiitze Schardinger-Enzym |Schardinger-Enzym| Zusiitze 
0 0 0 0 
30 0,2 2,3 2,1 
60 0,6 5,5 5,0 
90 1,4 7,8 7,4 


*) Lohmann, Biochem. Z. 241, 67 (1981). 


1) Diese Z. im Druck. 
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Versuch 5B. 


Glykolyseversuch. Der Versuch wurde mit einem 3 Stunden lan;f 


dialysierten Rattenmuskel-Extrakt ausgefiihrt, der nach den Vorschriftey 
von Lohmann!) bereitet worden war. Die Milchsiure wurde durch Titratioy 
des durch Oxydation mit KMnO, erhaltenen Acetaldehyds bestimmt’, 
Reaktionszeit 2 Stunden. Co-Zymase: ACo = 175000, Adenylpyrophosphat 
und Schardinger-Enzym wie in Versuch 3. Temp. 20°. Zu jedem Ansat; 
3ccem Extrakt, 10 mg Glykogen, 0,5 mg Hexosediphosphor-saures Na. 


Tabelle 5. 
Nr. Zusiitze ng Milch. 
siure 
2 {110 Co +0,4ccem Schardinger-Enzym. . 0,0 
3 |110 Co - +0,4 ccm Schardinger-Enzym gekocht 2,1 
5 +0,4cecm Schardinger-Enzym. . . 0,6 
6 |4mg +0,4 ccm Schardinger-Enzym gekocht 3,4 


Die Inaktivierung der Co-Zymase (hier wird besonders die 
in alkalischer Lésung beabsichtigt) ist wie aus Versuch 2 hervor- 
geht, ohne Einflu8 auf das Hemmungsvermégen der Co-Zymase 
in bezug auf die Dehydrierung von Acetaldehyd mit Schardinger- 
Enzym gegen Mb. Da der InaktivierungsprozeB einer Veranderung 
der Gruppe R zuzuschreiben ist*), diirfte also diese Gruppe an 
der ,,Blockierung“ nicht beteiligt sein, und da die oxydo-redu- 
zierenden Eigenschaften der Co-Zymase auf diese Gruppe zuriick- 
zufiihren sind‘), so ist zu erwarten, daB die aktivierenden Kigen- 
schaften der Co-Zymase bei enzymatischen Dehydrierungen vom 
Schardinger-Enzym nicht gehemmt werden. Versuch 6 zeigt, 
daB dies tatsachlich der Fall ist’). 


Versuch 6. 


1 g Apo-Zymase wird 2 mal mit je 150 ccm m/10-Na,HPO, und dann 
2mal mit ebensoviel Wasser auf der Zentrifuge gewaschen. Der Bodensatz 
wird mit 5 cem m/10-Phosphatpuffer (py = 7,4) suspendiert (= Dehydro- 
genasepuffer) und fiir den Versuch verwendet. Mb: 1: 2000. — Co-Zymase 
ACo = 50000, 250 Co pro ccm. — Hexosediphosphorsaures Na: 1°/, ige 


1) Lohmann, Biochem. Z. 257, 445 (1931). 

2) Oppenheimer u. Pincussen, Methodik der Fermente, 5. Aufl, 
S. 1270. 

3) Myrback, Diese Z. im Druck. 

*) Myrbiack, Diese Z. 233, 95 (1935). 

5) Indessen findet Harrison bei Glucosedehydrogenase eine Hemmung 
mit Schardinger-Enzym, Proc. roy. Sec. (B) 118, 150 (1933). 
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Losung — Hexosemonophosphorsaures Ca (Robison-Ester) mit dem oben 
genannten Puffer umgesetzt: 1°/, ige Losung. -- Athylalkohol: 10 °/, ige 


- Lésung. — Phosphatpuffer: m/10, py = 7,4. 


Tabelle 6. 

0,2 cem Mb + 0,1 ccm Dehydrogenasepuffer 
Nr. + 0,1 com Co-Zymase + 0,2 ccm Puffer Entfarbungezeit 

nicht entfarbt 
3; 4] 0,2ccm Schardinger-Enzym ........ 60Min.; 60 Min. 
5; 6] 0,2 cem Hexosediphosphorsaures Na. .... . a oe 
7; 8] 0,2 ccm Na + 0,2 ccm 
Schardinger-Enzym.......... 
9; 10] 0,2 cem Robisonester. . ..... 
11; 12] 0,2 + 0,2 ccm Schardinger- 
15; 16] 0,2 cem - + 0,2 ccm Schardinger- 


Dagegen scheint eine Parallelitat zwischen dem Hemmungs- 
vermégen der Co-Zymase (in bezug auf die Dehydrierung des 
Acetaldehyds durch Schardinger-Enzym) und ihrer Aktivitat als 
glykolytisches Co-Ferment zu bestehen. In diesem Institut ist 
nimlich vor kurzem gezeigt worden, daB die Co-Zymase ihre 
Glykolyseaktivierenden Eigenschaften ahnlich wie ihre Hemmungs- 
fahigkeit auch nach der Inaktivierung behilt'). Dies stimmt auch 
gut damit, daB das Adenylpyrophosphat und die Muskeladenyl- 
siure, die gar keine oxydo-reduzierenden Eigenschaften besitzen?), 
sowohl die Acetaldehyd-Dehydrierung hemmen, wie auch die 
Glykolyse aktivieren. Die Rolle dieser Substanzen bei der Glyko- 
lyse kann nicht eine Aktivierung irgendeiner Oxydo-Reduktion 
sein, denn die Unwirksamkeit der reinen Adenylpyrophosphor- 
siure in diesem Falle ist mehrmals konstatiert worden’). Dagegen 
ist nach Lohmann’) anzunehmen, daB sie an der Phosphatiiber- 
tragung bei der Anlagerung des Substrates an den Zucker be- 
teiligt ist. Beziiglich der Co-Zymase ist wohl auch hier eine 
ihnliche Aufgabe anzunehmen*). Jedoch bestehen gewisse Ver- 


1) Euler u. Giinther, Svensk Kem. Tidskrift 47, 189 (1935); Diese 
Z. im Druck. 

*) Vgl. z B. Myrbick, Diese Z. 233, 95 (1935); Euler, Adler, 
Schlenk u. Giinther, Diese Z. 283, 120 (1935). 

5) Meyerhof u. Lohmann, Naturw. 19, 575 (1935). 

4) Uber die Bedeutung der Co-Zymase fiir die Phosphorylierung der 
Girung, vgl. z. B. Euler, Chemie der Enzyme II, 3, 449 (1934). Vgl. auch 
Nilsson, Ark. Kem. Mineral. Geol., Ser. A 10, Nr. 7 (1930). 
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schiedenheiten. Somit ist Hexosediphospat fiir die phosphorylierende 
Wirksamkeit der Co-Zymase erforderlich?) und auch der zeitliche | 


Verlauf der Phosphorylierung scheint ein anderer zu sein (Privat- 
mitteilung von Herrn Prof. Dr. von Euler). 

Aus den obigen Uberlegungen wird wahrscheinlich, daB die 
von Schardinger-Enzym hervorgerufene Hemmung gerade bei 


der Phosphorylierung stattfindet. Folgender Versuch zeigt, dab | 
das Verschwinden des Orthophosphats bei der Glykolyse mit Co- | 
Zymase als Co-Enzym durch Zusatz von Schardinger-Enzym 


gehemmt wird. 
Versuch 7, 


Glykolyseversuch. Das Orthophosphat wurde nach Teorell?) im 
Pulfrich-Stufen-Photometer bestimmt. Reaktionszeit: 90 Minuten. Aktive 
Co-Zymase sowie ,,Inaktive Co-Zymase b“ vgl. Versuch 2. Extrakt, Gly- 
kogen und Hexosediphosphorsaures Na wie in Versuch 5. Temperatur 25°. 


Tabelle 7. 
Verschwundenes 
Orthophosphat in °/, 
1 0,5 eem aktive Co-Zymase ......... 37 
2 0,5ccm ,, 
+ 0,4cem Schardinger-Enzym.... 3 
3 1,0 cem inaktive Co-Zymaseb....... 34 
4 1,0 ccm ” ” 
+ 0,4ccm Schardinger-Enzym ... 4 
Besprechung. 


Auf Grund oben angefiihrter Hemmungsversuche (durch Co- 
Zymase bzw. Adenylpyrophosphat usw. auf die Dehydrierung von 
Acetaldehyd durch Schardinger-Enzym; durch Schardinger- 
Enzympraparat auf Reaktionen, wo Co-Zymase usw. beteiligt sind) 
wird angenommen, daB diese Erscheinungen auf gegenseitige 
Affinitat zwischen dem Enzym und der Co-Zymase usw. zuriick- 
zufiihren sind, ahnlich wie z. B. das Verhaltnis zwischen Saccharase 
und Glucose. Dadurch werden die freien Valenzen dieser stark 
reaktionsfahigen Stoffe in Anspruch genommen, und sie ,,blockieren“ 
sich gegenseitig. Wenn diese Hypothese — die freilich schwach 
begriindet ist — zutrifft, diirften die Versuche eine Stiitze fir 
die Auffassung beziiglich der Aufgabe und Konstitution der Co- 
Zymase liefern, die durch die Untersuchungen yon y. Euler und 


Euler u. Giinther, a. a. O. 
*) Teorell, Biochem. Z. 230, 1 (1931). 
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Studien iiber Schardinger-Enzym usw. 925 


_ Mitarbeitern sowie von Myrbick gewonnen ist. Es steht fest, 
daB Glykolyse und Gidrung durch einen in einem hochaktiven 


Schardinger-Enzympriparat vorkommenden nicht dialysablen 


 thermolabilen Hemmungskirper gehemmt wird. Dieser Stoff ist 


ohne KinfluB auf verschiedene enzymatische Dehydrierungen, an 


- denen Co-Zymase als unentbehrlicher Aktivator beteiligt ist. 


Dagegen wird die Phosphorylierung der Glykolyse (aktive und 
inaktive Co-Zymase) durch dasselbe Priiparat gehemmt. Die 
Co-Zymase hat also — vorausgesetzt, daB die Arbeitshypothese 
zutrifft — zwei voneinander unabhingige Reaktionszentra: Das 
eine in der Gruppe R fiir Oxydo-Reduktion und das andere in 
dem Muskeladenylsiure-ihnlichen Teil fiir die Phosphorylierung. 

Die Verwandtschaft zwischen Co-Zymase, inaktiver Co-Zymase, 
Adenylpyrophosphat, Muskeladenylsiure und Adenosin kommt 
besonders in Dehydrierungsversuchen mit Schardinger-Knzym 
und Acetaldehyd gegen Mb zum Vorschein, wo sie Hemmung 
hervorrufen. Nach den Hemmungseffekten zu beurteilen ist aber 
unwabrscheinlich, da& Muskeladenylsiure bei der Inaktivierung 
der Co-Zymase entsteht. — Die ausbleibende Hemmung mit 
Warburgs Co-Ferment deutet darauf hin, daB in diesem Co- 
Knzym kein Purinkern vorhanden ist. 


Zusammenfassung. 


1. Co-Zymase ist ohne Einflu8 auf die Dehydrierung des 
Xanthins mit Schardinger-Enzym gegen Mb. 

2. Co-Zymase, inaktivierte Co-Zymase, Adenylpyrophosphat, 
Muskeladenylsiure und Adenosin hemmen die Dehydrierung von 
Acetaldehyd durch Schardinger-Enzym gegen Mb. 

3. Warburgs Co-Ferment hemmt diese Reaktion nicht. 

4, Die alkoholische Girung und die Glykolyse werden von 
einem im Enzympriaparat vorkommenden undialysierbaren und 
thermolabilen Stoff gehemmt. Die Identitit des Hemmungskérpers 
mit dem das Acetaldehyd dehydrierenden Enzym wird in Betracht 
vezogen. 

5. Einige untersuchte enzymatische Dehydrierungen, wo Co- 
Zymase als Aktivator unentbehrlich ist, werden von dem Schar- 
dinger-Enzympriaparat nicht gehemmt. 

6. Dagegen wird die Phosphorylierung der Glykolyse durch 
dasselbe Enzympriaparat gehemmt. 

7. Die Ergebnisse werden kurz besprochen, 
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Die antithyreotoxische Wirkung von Ascorbinsdure. 
Von 
V. Demole und F. Ippen. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Pharmakolog. Laboratorium der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co., A.-G., Basel 
und der Medizinischen Klinik der Universitat Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1935.) 


] 


Ks ist bekannt, daB durch Verabreichung von Thyroxin die 
gleichen Wirkungen hervorgerufen werden kénnen wie durch Ver- 
fiitterung von Schilddriisensubstanz. Das Thyroxin, das etwa 50°/, 
des organisch gebundenen Jods der Schilddriise enthilt, steigert 
den Stoffumsatz im Organismus und treibt die Herzarbeit an. Wo 
der Angriffspunkt des Schilddriisenhormons liegt, ob in den Zellen 
oder im Zentralnervensystem oder in einer speziell supponierten 
neuroplasmatischen Zwischensubstanz (Asher), dariiber herrscht 
noch keine vollkommene Klarheit. 

Das Meerschweinchen ist das geeignetste Versuchstier zur 
Messung der thyreotoxischen Wirkung. Es wurde hierfiir von 
Freund, Nobel und von Kreitmair verwendet. Die Auswertung 
nach Kreitmair beruht darauf, daB an ziemlich gleichmiBigem 
Tiermaterial, und zwar am wachsenden Meerschweinchen, diejenige 
Menge Schilddriisensubstanz ermittelt wird, die eben imstande ist, 
bei einwéchiger peroraler Zufulbr das Kérpergewicht der Versuchs- 
tiere um mindestens 10°/, zu senken. Freund und Nobel er- 
mittelten diejenige Thyreoideamenge, die den Tod beim Meer- 
schweinchen herbeifihrt. 


In vorliegender Arbeit versuchten wir festzustellen, ob die 
Abmagerungswirkung des Thyroxins durch Ascorbinsiure beeinfluBt 
werden kann. Meerschweinchen, die auf Skorbutkost gesetzt sind, 
nehmen im Laufe der ersten 12 Tage gewodhnlich etwa 40—60 g 
zu, um danach abzumagern; 3—4 Wochen nach Anfang des Ver- 
suches gehen die Tiere unter starkem Gewichtsverlust (80—120 g) 
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Die antithyreotoxische Wirkung von Ascorbinsiiure. 927 


-gugrunde. Wird den auf Skorbutkost gesetzten Meerschweinchen 
tiglich 0,5 mg Ascorbinsiure verabreicht, so hért die Abmagerung 
jn den nachsten 4 Tagen auf, es tritt Heilung ein, die Tiere nehmen 

an Gewicht regelmaBig zu (Fig. 1). Diese Genesung bleibt aber 

’» aus, wenn die Tiere zugleich mit 0,5 mg Ascorbinsiure auch 0,1 mg 


20 


n die 4 
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Fig. 1. Fig. 2. 
arten Skorbutversuch am Meerschwein- Antithyreotoxische Wirkung von 
rscht chen. Gewichtskurven. Ascorbinsiure am Meerschwein- 
Gewicht der Tiere etwa 250 g. chen. Gewichtskurven. 
Skorbutkost Nr. 111. (Versuchsanordnung vgl. Legende satan 
" 4 Im Laufe der 3. Woche des Versuches, 
| nach Erschépfung der Vitamin C-Reserve 
von Ww setzt die Behandlung ein. Alle Tiere er- 
tung Abszisse: Zeit in Wochen. halten 0,1 mg Thyroxin tiglich subcutan. 
7 Bei Beginn des Versuches hatten alle Die Tiere Nr. 366 u. 367 erhalten auBer- 
gen ; Tiere ein Gewicht von etwa 250 g. dem eine tigliche Dosis von 0,5 mg As- 
nige Wahrend 1—2 Wochen nehmen die Tiere corbinsiure per os (I, u. IT.). Die Tiere 
7 an Gewicht zu (40—60 g). Dann er- Nr. 361 u. 362 bekommen eine hdhere 
ist, kranken sie an Skorbut und magern ab. Dosis: 20 mg Ascorbinsiure taglich per 
chs Zugabe von 0,5 mg Ascorbinsiure tiglich os (I. u. III.). Die Tiere Nr. 366 u. 367 
ss (1) wirkt heilend, (Tiere Nr. 353 u. 356). mit 0,5 mg Ascorbinsiurezugabe magern 
er- Unbehandelte Kontrollen magern weiter weiter ab und gehen zugrunde, Die 
_ ab und gehen binnen 4—5 Wochen zu- Tiere Nr. 361 u. 362 mit 20 mg Ascorbin- 
cer- ' grunde (Tiere Nr. 810 u. 812), siiurezugabe nehmen an Gewicht zu. 


_ Thyroxin subcutan erhalten. In diesem Falle magern die Tiere 
die | Weiter ab und verenden ungefahr 2—3 Wochen nach Beginn des 
ubt | Versuches. Wir konnten feststellen, daB diese toxische 
_ Thyroxinwirkung durch Verabreichung von 20 mg Ascor- 


nd 

0g _ binsiure taglich aufgehoben werden kann (Fig. 2). 

er- In weiteren Versuchen konnten wir uns iiberzeugen, daB die- 
jenige Dosis Ascorbinsiure, die zur sicheren Kompensierung der 
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20 GRAMM 
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| 


WOCHEN 2 4 4 ° 10 n 12 

Fig. 3. Antithyreotoxische Wirkung von Ascorbins&ure am Meerschweinchen. 
Gewichtskurven. (Versuchsanordnung vgl. Legende Fig. 1). 

-Meerschweinchen Nr. 334, 336, 940 und 941 werden bei beginnendem Skorbut durch Eingabe 

von 0,5 mg Ascorbinsiure tiglich per os geheilt und nehmen an Gewicht zu (I). Nach etwa 

5 Wochen erhalten alle Tiere tiglich 0,1 mg Thyroxin subcutan (II). Ohne Ausnahme 


magern sie ab. Tagliche Zugabe von 5 mg Ascorbinséiure per os (IIT) geniigt nicht, um diese 
Abmagerung aufzuhalten (Tier Nr. 334). 10 mg dagegen wirken heilend (IV) (Tier Nr. 940). 


* 
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20 
Fig. 4. Antithyreotoxische Wirkung von Ascorbinsiuream Meerschweinchen. 
Gewichtskurven. (Versuchsanordnung vgl. Legende Fig. 1.) 
Die Skorbutmeerschweinchen Nr. 370, 371 und 372 erhalten bei beginnendem Skorbut 20 mg 
Ascorbinsiure per os (I. IJ. III.). AuBerdem erhalten die Tiere Thyroxin subcutan in der 
tiglichen Dosis von 0,1 mg (Tier 371) und 0,2 mg (Tier 370, 372). — Das Meerschweinchen 


Nr. 371 (mic 0,1 mg Thyroxin) nimmt deutlich an Gewicht zu, die Meerschweinchen Nr. 370 
und 372 (mit 0,2 mg Thyroxin) nehmen entweder an Gewicht ab oder unbedeutend zu. 
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An unsere Mitarbeiter! 
Es ist wnbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalien sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafite Schriftsdtze erméglichen auch 


der Schrifileitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kimnen 


infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 


Anschrift fiir Sendunygen: 

Professor Dr. F. Knoop, Tiibingen, Physiologisch-chem. 
Institut, Gmelinstr. 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 
Leipzig C 1, Physiologisch-chem. Institut, Liebigstrafe 16. 


Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


H. v. Euler, H. Albers u. F. Schlenk; Erich Strack u. Ph. Wérde- 
hoff; Max Reiss, F. Fleischmann u. L. Schwarz; L. Reichel u. H. 
Kéhle (2); O.Schiirch u. A. Winterstein; Heinrich Waelsch u. 
Gertrud Klepetar; H. v. Euler, E. Adler u. G. Dahlgren; Ernst 
Waldschmidt-Leitz u. Ernst Kofranyi; Wilhelm Dirscherl u. 
Fritz Hanusch; E.Annau, I.Banga, B.Gézsy, St. Huszak, K.Laki, 


3B. Straub, A. Szent-Gyoérgyi; Ernst Waldschmidt-Leitz u. Karl 


Mayer; W. Hoerburger u. H. Fink; M. Samec; E. Klenk u. W. Die- 
bold; Adolf Schmitz; S. W. Nedswedski; Kurt Uhlénbroock; 
F. Plaut und M. Bilow. 


Fiir dle hdufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen : 


Diese Z. == Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 

Arch. f. exper. Path. = Archiv fir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

Ber. chem. Ges. = Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Ber. Physiol. == Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

Biochem. Z. == Biochemische Zeitschrift. 

Biochemic. J. == Biochemical Journal. ‘ 

Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

Bull, Soc. chim. = Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Z. == Chemisches Zentralblatt. 

C.r. Acad. Sci. = Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 

de l’Académie des Sciences. 

Helvet. chim. Acta == Helvetica Chimica Acta. 

J. Amer. Chem. Soe. == Journal American Chemical Society. 

J. of Biochem. == Journal of Biochemistry. 

J. of Biol. Chem. == Journal of Biological Cheniatry, 

J. of Physiol. == Journal of Physiology. 

J. prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

Liebigs Ann. == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

Mh. Chem. = Monatshefte fiir Chemie. 

Naturw. == Die Naturwissenschaften. 

Pfliigers Arch. == Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

Z. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 

Z. physik. Chem. _ == Zeitschrift fir Physikalische Chemie, 


Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 


Deine Ferien vom Teh Dui in: 


Die Formung des griehhifden Menfchen. (Sager, I. Sand, 
Gr. 513 b. RM 8.— 


»W. Jaegers Werk gehért zu den seltenen starken Biichern, die ee Gegenwartswert 
haben, der in der Darsteliung selbst nicht gesucht oder betont wird,.sondern in der Sache 
begriindet liegt. Damit verbindet sich ein besonderer Vorzug der Darstellungskunst.‘‘ 

Deutsche Zukunft. 


Gejdhicdte der Alten Kirche. Von H. Liegmann: 1. Die Anfange. 
Oftav, VII, 323°S. 1932. Geb. RM. 7.— 


»,£in Buch nicht nur fir Gelehrte, sondern fir alle, die gerade heute eine ndhere Kennt- 
nis, ein Wissen um die —" "und tatsdchlichen Grundlagen des umkdmpften christ- 
lichen Glaubens suchen‘ Deutsche Rundschau. 


Die Religion der Sigupter. Shr Werden und Vergehen in vier Saber. 
taufenden. Bon WW. Erman. Mit 4 Cafeln und gablreichen Cert: 
abbildungen. Gr.-Oftav. XVI, 465 Geiten. 1934. Geb. RM. 7.50 


»,Keiner war mehr berufen als Erman, diese zusammenfassende Darstellung der dgyp- 
tischen Religion aligemeinen Charakters zu schreiben. Dem Buche liegt der FleiB von 
mehr als einem Vierteljahrhundert zugrunde. Um es von vornherein zussagen: Das 
ya keineswegs fiir Fachgelehrte berechnet. Dem gebildeten Laien zeigt es, daB es in 
Agypten doch noch sehr andere Dinge gegeben hat, als heilige Katzen und Mumien“. 
Postzeitung Augsburg vom 4. 12. 34. 


Urgeit, Bauerntum und Ariftofratie bis um 1100, (VGiihler, 
Deutide Gefchichte.) Mit 16 Safeln und 4 Rarten. Gr.-Oftav. VIII, 
413 Geiten. 1934. Geb, RM. 7.20 


Kulturen — Rafer — Balter, Alteuropa,) Mit 
43 Safeln. und 186 Certabbildungen. 3. Wufl. Gr-Oltayp. XIll, 
355 Geiten. 1935. | Geb. RM. 7.20 


Englands Weltpolitie Gleidgewidtspolttif. (Ctwa 1815 bis 
heute.) Von H. Preller. Mit 5 Karten. 158 Seiten. 1935. (S. G. 1088.) 


GFrankretchs Wiederanffties gur Weltmadt und gum Empire. 
Von G. Noloff. Mit 10 Rartenffiszen. 130 Seiten. 1935. (S. G. 1090.) 


Frantreichs WUberfeereidh. (Das Frangofifche Grofreich: Uberfee.) Bon 
©. Maul, Landerfunde und Geopolitif. Mit 12 Karten. 164 Seiten. 
1935. (S.G. 1089.) 


Der Aufftieg der Bereinigten Staaten gur Weltmacht. Gine 
Gefchidhte ihrer Wufenpoliti—. Von Fr. Luciwaldt. Mit 3 Karten. 
176 Geiten. 1935. (6. G. 1051.) 


Sapans Reidserneuerung. von der Meifi-Sira 
bis Heute. Von K. Haushofer. Mit 6 Karten. 158 Seiten. (S. G. 1025.) 


Sapans Werdegang als Weltmacdht und Empire. Gon RK. Haus: 
bofer. Mit 8 Karten. 151 Seiten. 1933. (©. G. 1068.) 


Seder Vand geb. RM. 1.62 


Laf’ sie Dir sogleich von Deinem 
Buchhindler vorlegen oder benutze 
die beiliegende Sestellkarie ! 


Anzeigenpreise nach Tarif 3. — Verantwortlich fiir den er Kurt Dittrich, Berlin 
Printed in Germany I. v. W. g. Metzger & Wittig, Leipzig 


| 


Zur Nomenklatur des Corpus luteum-Hormons. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1935.) 


Im Laufe des letzten Jahres ist das ,,Schwangerschafts- 
Hormon“ aus dem Gelbkérper in reiner Form isoliert und in 
seiner Konstitution ermittelt worden. ') 

Bisher wurden zwei verschiedenartige Namen fir dieses 
Hormon in der Literatur verwendet, und zwar im amerikanischen 
Schrifttum der Name ,, Progestin“ und in der deutschen Literatur 
der Name ,,Luteosteron“. Um eine Vereinheitlichung herbei- 
zufiihren, sind wir iibereingekommen, von jetzt ab in der wissen- 
schaftlichen Literatur fiir das reine Hormon ausschlieBlich den 
Namen ,,Progesteron“ zu verwenden. Bekanntlich existiert das 
krystallisierte Corpus luteum-Hormon in zwei verschiedenen Formen 
mit den Schmelzp. 128° und 121° (unkorr.). Der hochschmelzende 
Stoff [bisher ,compound B“*) oder ,,Luteosteron C%*)] soll als 
a-Progesteron, der niedriger schmelzende Stoff [bisher ,,com- 
pound C“?) oder ,,Luteosteron D“%)] als #-Progesteron be- 
zeichnet werden. 

Wir hoffen, daB diese Namen allgemeine Anwendung in der 
wissenschaftlichen Literatur finden werden. 


London, den 17. Juli 1935. 


W.M. Allen, Rochester N. Y. 

A. Butenandt, Danzig-Langfuhr. 
G. W. Corner, Rochester N. Y. 
K. H. Slotta, Breslau. 


1) Ber. chem. Ges. 67, 1270, 1440, 1611, 1624, 1893, 1897, 1901, 1947, 
2027, 2085, 2088, 2092 (1934); Diese Z. 227, 84 (1934); Science 80, 190 (1934); 
J. of Biol. Chem. 107, 321 (1934); Helvet. chim. Acta 17, 1370 (1934); Klin. 
Wehschr. 138, 1207 (1934). 

*) Science 80, 190 (1934); J. of Biol. Chem. 107, 321 (1934). 

8) Ber. chem. Ges. 67, 1270, 1624, 1947 (1934). 


fand, 
8, — 
tswert 
Sache 
inst.‘< 
ie: 
ennt- 
hrist- 
chau, 
abr. 
50 
gyp- | 
von 
Buch 
sin : 
3. 
Ler, 
| 
Mit | 
| 
20 | 
big | 
8.) 
0.) 
on | 
| 
| 
ra 
8: 
| 
| 
in 
ig 


Reversible Spaltung der Leberkatalase. 
Von 


Kjell Agner. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Karolinischen Institutes Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. August 1935.) 


Es wurden an einem Katalasepriparat aus Leber Spaltungs- 
versuche zu dem Zwecke angestellt, dieses in die einzelnen Kom- 
ponenten so zu zerlegen, da8 die einzelnen inaktiven Komponenten 
zusammengefiigt erneut Aktivitit zeigen. Das Katalasepriparat 
wurde aus Pferdeleber durch Wasserextraktion, Fallung mit 
Athylalkohol—Chloroform, Adsorption an  Tricalciumphosphat, 
Elution mit sekundérem Na-phosphat und anschlieBende Dialyse 
durch Cellophan dargestellt. 

Es ist gelungen, das Katalasepriparat durch Dialyse gegen 
Salzsiure in 2 Bestandteile zu zerlegen, von denen der eine ein 
gefiirbter durch die Dialysierhiilse durchtretender Kérper ist, 
wihrend der andere innerhalb der Hiilse verbleibende Kérper 
ungefirbt erscheint und Hiweibcharakter hat. 


Bringt man die durch Dialyse gegen Salzsiiure getrennten 
Katalasebestandteile einzeln bei verschiedenen p,, mit H,O, zu- 
sammen, so erfolgt absolut keine Reaktion, bringt man aber 
beide Bestandteile der Katalase unter bestimmten Bedingungen 
mit H,O, in Beriihrung, so erfolgt eine sofortige starke Sauer- 
stoffentwicklung. 

Es ist somit gelungen, die Katalase in 2 Bestandteile zu 
trennen, von denen jeder Bestandteil, also sowohl der gefarbte 
niedrig molekulare Kérper (Himin?) als auch der hoch molekulare 
(Eiweif) je fiir sich vollkommen unwirksam ist, beide zusammen 
jedoch die typische Katalasewirkung zeigen. Die Spaltung und 
die Wiedervereinigung erfolgt wie es H. Theorell') beim 
gelben Oxydationsferment gezeigt hat. 


1) H. Theorell, Biochem. Z. 272, 155 (1934); 278, 263 (1935). ‘ 
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Reversible Spaltung der Leberkatalase. Ill 


Experimentelles, 


4 mg Priparat in 4 cem Wasser wurden gegen 100 ccm n/10-HCl 
bei 0° 12 Stunden dialysiert. Die AuBenlésung A wurde unter vermindertem 
Druck auf 4 ccm eingeengt und auf schwachsaure Reaktion gebracht. 

2,3 mg Priparat in 2 ccm Wasser wurden gegen n/100-HCI dialysiert; 
0°, 12 Stunden. Die Innenlésung von diesem Versuch, Liésung B, wurde 
neutralisiert; hierbei erschien eine etwas gefirbte Triibung, die wegzentri- 
fugiert wurde. Die verbleibende Lésung (B) war wasserklar, farblos und 
schiiumend. 

Je 0,5 cem Lésung A und B wurden zusammengebracht und sehr 
vorsichtig neutralisiert. 


Priifung auf Katalaseaktivitit: 


Lisung A: 9. LésungB: 9. Lésung A + B: qualitativ lebhafte O,-Entwicklung, 
quantitativ: 1,0cem A+B zu 50 cem 0,02 mol. H,O, in Phosphatpuffer 
Pu = 6,8. Je 2 cem verbrauchten bei 0° nach 


0’ 1,84 ccm K-Permanganat 


5’ 1,59 ,, 

18’ 1,19 ,, 
k = 0,0119. 


Die Arbeit wird fortgesetzt. 
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Die antithyreotoxische Wirkung von Ascorbinsidure. 929 


Virkung von 0,1 mg Thyroxin notwendig ist, 5 mg iibersteigt. 
Diese Kompensierung tritt oft schon bei 10 mg ein und erfolgt 
egelmiBig bei 20 mg. Fig. 3 zeigt den Verlauf eines solches Ver- 
uches. Dagegen vermégen 20 mg Ascorbinsiiure die -Wirkung 
jon 0,2 mg Thyroxin nicht mehr mit Sicherheit zu kompensieren 
Fig. 4). Die Meerschweinchen nehmen nur unbedeutend an Gewicht 
u oder magern ab. 

Die antithyreotoxische Wirkung der Ascorbinsiure haben 
vir in mehreren Versuchsreihen bei 48 Tieren gepriift. Inter- 
urrent starben an Pneumonie oder Sepsis, wie die Sektion ergab, 
| Tiere. Von den 41 brauchbaren Tieren sind 9 mit kleinen, 
nterschwelligen Ascorbinsiuredosen behandelt worden. Die anti- 
hyreotoxische Wirkung geniigend groBer Dosen konnte ohne Aus- 
jahme an den 32 anderen Tieren beobachtet werden. | 


IIT. 

Um einen Einblick in das Wesen dieser antithyreotoxischen | 

Wirkung der Ascorbinsiure zu erhalten, wurde bei wachsenden | 

Meerschweinchen der Ascorbinsiuregehalt von Leber und Neben- 

niere nach Verabreichung verschiedener Mengen Thyroxin und 
Ascorbinsiure titrimetrisch bestimmt. 


Methodik. Die Bestimmung des Reduktionsvermigens der Neben- 
nieren und der Leber der Meerschweinchen wurde nach Edlbacher und 
Jung (Diese Z. 227, 114 (1934)] vorgenommen. Den durch Kopfschlag ge- 
téteten Tieren wurden die Organe entnommen, gewogen, mit 2,5 cem 20°/,iger 
Trichloressigsiiure pro Gramm Substanz versetzt, mit Quarzsand vermahlen, 
1 Stunde extrahiert, unter Hinzufiigung von 7,5 ccm Wasser pro Gramm 
filtriert und das Filtrat mit einer Lésung von 2,6-Dichlorphenol-indophenol 
titriert. Der Farbstoff wurde mit einer Lésung von Moorschem Salz von 
bekanntem Reduktionswert geeicht. Der erhaltene Wert wurde auf 100g 
Organ umgerechnet. 

In unseren Untersuchungen sowie bei denjenigen anderer Autoren 
miissen die Ergebnisse mit einem gewissen Vorbehalt betrachtet werden. 
Erstens betriigt nach der Mitteilung von Fujita und Mitarbeitern der An- 
teil der Ascorbinsiiure an den indophenolometrisch bestimmten reduzierenden 
‘Substanzen der Nebenniere etwa 30°/,. Bei der Leber dagegen diirfte die 
-Ascorbinsiurefraktion etwa 70°/,, wenn nicht mehr ausmachen. Zweitens 
ist bei der kleinen Menge der verfiigbaren Nebennierensubstanz der Fehler 
der Methode ziemlich groB. 

Da Meerschweinchen, wie bekannt (Swirbely, de Caro, 
von Euler), besonders in der Winterzeit ziemlich verschiedene 
Mengen Ascorbinsiure in ihren Organen enthalten, die bis unter 
50°/, des normalen Gehaltes sinken kénnen, wurden unsere Tiere 
gezwungen, ihre Ascorbinsdurereserven zu verbrauchen. 
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Wir gingen dabei folgendermafen vor: Junge Meerschweinchen 
im Gewichte von 250—300 g wurden auf eine Haferflocken-Trockenmilch- 
skorbutkost Nr. 111 gesetzt; nach 2 Wochen traten Skorbutsymptome 
auf (Abmagerung, Schwellung in der Umgebung der Gelenke, subcutane 
Himorrhagien usw.). Den Tieren wurde nun die eben antiskorbutische 
Dosis von 0,5 mg per os tiiglich verabreicht. Es trat Heilung ein, alle Tiere 
nahmen wieder regelmiiBig an Gewicht zu. Die verabreichte Ascorbinsiure. 
dosis geniigte jedoch nicht, um den Gehalt der Leber an reduzierenden 
Substanzen zu erhéhen. Dieser Gehalt blieb dauernd auf etwa 3,6—4,0 mg-"), 
(bezogen auf Ascorbinsiiure). Die Nebennieren dagegen vermochten nach 
14 tigiger Fiitterung ihren Gehalt zu verdoppeln (etwa 7,7°/,) und nach 
30—50 Tagen zu verdreifachen (etwa 11—12°/,), was jedoch nur einen 
Bruchteil des Ascorbinsiiurewertes normaler Nebennieren ausmacht (Tab. J), 
Wurden statt 0,5 mg 20 mg Ascorbinsiiure verabreicht, so fanden sich er. 
heblich héhere Werte. 


Tabelle I. 

Zahl Tiigl. Zugabe Dauer der Ascorbinsiiuregehalt mg-°/, 
der von Ascorbin- | Verabreichung (Mittelwerte) ms 
Tiere siiure in mg (in Tagen) Leber | Nebenniere 

4 3,66 | 3,87 

4 0,5 14 3,92 | 8,30 

4 0.5 23 3,10 | 10,15 

2 0,5 38 3,80 | 11,48 

1 0,5 50 4,10 12,20 

4 0,75 14 4,58 | 12,45 


Speicherung von Ascorbinsiiure in den Geweben. 
Gehalt an reduzierenden Substanzen in Leber und Nebennieren, umgerechnet 
in mg-°/, Ascorbinsiiure. Alle Meerschweinchen werden auf Skorbutkost 111 
gehalten. Nach 2 Wochen haben die Tiere ihre Vitamin C-Reserve erschépft 
und erkranken an Skorbut. Von da an erhalten sie tiglich per os 0,5 mg 
oder 0,75 mg Ascorbinsiiure wiihrend 14—50 Tagen. 
Zugabe von 0,5 mg Ascorbinsiiure erhéht den Gehalt an reduzierenden 
Substanzen in der Nebenniere, jedoch nicht in der Leber. Eine gréBere Dosis 
(0,75mg Ascorbinsiure tiglich) erhéht den Gehalt an reduzierenden Substanzen 
in den beiden Organen, jedoch mehr in der Nebenniere als in der Leber. 


Die auf Skorbutkost gehaltenen und tiglich mit 0,5 mg Ascor- 
binsiure behandelten Meerschweinchen liefern, dank dem gleich- 
miBigen Gehalt ihrer Organe an reduzierenden Substanzen, ein 
besonders geeignetes Material zur Feststellung der wechselseitigen 
Beziehungen zwischen Thyroxin und Ascorbinsiure. 

Nach tiglicher Verabreichung von 20 mg Vitamin C per os 
wihrend 20 Tagen enthielt die Leber durchschnittlich 10,17 mg-°/, 
Ascorbinsiiure. Nachdem mit derselben Menge Vitamin C eine 
tigliche Dosis von 0,1 mg Thyroxin verabreicht wurde, sank der 
Ascorbinsiiuregehalt der Leber auf 5,53 mg-°/,. Kine Erhéhung der 
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Thyroxindosis auf 0,2 mg tiglich, driickte diesen Ascorbinsiure- 
gehalt der Leber noch weiter herab. Die Nebennieren wiesen eine 
iihnliche Verschiedenheit der Reduktionswerte auf (Tab. Il). Diese 
Verschiedenheit wird erst dann deutlich, wenn die zugefihrte 
Ascorbinsauredosis ausreicht, eine antithyreotoxische Wirkung zu 
entfalten. Somit konnten wir uns iiberzeugen, daB die 
Verabreichung von Thyroxin eine Verminderung der 
Ascorbinsaiure der Nebenniere und Leber verursacht, die 
titrimetrisch erfa&t werden kann. 


Tabelle LI. 


Gehalt an reduz. Subst., umgerechnet in mg-°/, Ascorbinsiiure: 
Leber Nebennieren 


Tigliche 
Zugabe 
von Kontroll-| Versuchstiere mit |Kontroll-| Versuchstiere mit 
Aseorbin-| tiere (aur Ascorbins. u.Thyroxin] tiere (nur Ascorbins. u.Thyroxin 

m. Ascor- behandelt m. Ascor- behandelt 


siiure 

in mg | behandelt Thyroxin Thyroxin behandelt Thyroxin Thyroxin 
0,5 3,62 3,19 2,88 10,35 6,18 | 4,90 
0,75 4,58 3,80 _— 12,45 11,75 — 

20 10,17 5,53 4,70 19,64 15,5 11,2 


Abnahme des Ascorbinsiuregehaltes der Gewebe 
bei Thyroxinbehandlung. 
Gehalt an reduzierenden Substanzen in Leber und Nebennieren, umgerechnet 
in mg-°/, Ascorbinsiiure. Meerschweinchen auf Skorbutkost 111. Nach 
2 Wochen haben die Tiere ihre Vitamin C-Reserven erschépft, es treten 
Skorbutsymptome auf. Von da an erhalten die Tiere 0,5 mg bis 0,75 mg 
oder 20 mg Ascorbinsiure tiglich per os, einige Tiere dazu 0,1 mg und 
0,2 mg Thyroxin tiglich subcutan, Dauer der Behandlung 20 Tage. 
Der Ascorbinsiiuregehalt yon Leber und Nebenniere ist bei den mit Thyroxin- 
zugabe behandelten Tieren viel niedriger als bei den nur mit Ascorbin- 
siiure behandelten Tieren. 


IV. 

Aus dem oben Gesagten geht hervor, dab geniigend groBe 
Vitamin C-Dosen die durch Thyroxin hervorgerufene Gewichts- 
abnahme bzw. den Exitus des Versuchstieres sicher verhindern 
kénnen. Die Abnahme des Ascorbinsiiuregehaltes in den Organen 
dieser Versuchstiere scheint uns ein Beweis dafiir zu sein, daB 
es sich nicht nur um eine allgemeine Resistenzvermehrung gegen- 
liber toxischen Kinfliissen, sondern um eine direkte Wechselwirkung 
zwischen Schilddriisenhormon und Vitamin handelt. — Worin 
diese Wechselwirkung besteht, dariiber kann nichts Sicheres ge- 
sagt werden. Nimmt man an, daB die Ascorbinsiiure einen oxydo- 

16* 


| 
hen & 
lch- 
ome 
ane 
che & 
ere 
ire. 
Jen & 
ich & 
lien 
er: 
t 
| 
t 
i 
| 
| 
| | 


== 


932. Demole u. Ippen, Antithyreotoxische Wirkung von Ascorbinsiiure, 


reduktiven Katalysator des intermediiiren Stoffwechsels darstellt, 
so kénnte man sich folgende Vorstellung machen: Durch die 
gesteigerte Verbrennung in den Zellen bei Thyroxinverabreichung 
kommt es zu einem vermehrten Verbrauch des Katalysators, zu 
einer Mobilisierung der Vitamin (-Reserven und zur Herabsetzung 
des Vitamin C-Gehaltes der Organe. Wenn ein bestimmtes Minimum 
erreicht ist, wird es infolge des Fehlens an geniigend Vitamin ( 
den Zellen erschwert bzw. verunmiglicht, die gesteigerte Dis- 
similation durch Steigerung der Assimilation aus den Nahrungs- 
stoffen zu decken. Sie miissen kérpereigene Substanzen heran- 
ziehen, es kommt zu Gewichtsabnahme und schlieBlich zum 
Exitus. Bei Erhéhung der zugefiihrten Ascorbinsiuredosis auf 
20 mg werden die Zellen instand gesetzt, den vermehrten An- 
forderungen durch Steigerung der Verbrennung von Nahrungs- 
stoffen Geniige zu leisten. Diese kompensatorische Rolle der 
zugefiihrten Ascorbinsiure, die bei diesem ProzeB verbraucht 
wird, kommt dann im herabgesetzten (-Vitamingehalt der Organe 
zum Ausdruck. 

Vielleicht erklirt sich die Feststellung von Gabbe, der bei 
verschiedenen pathologischen Zustiinden, die mit Steigerung des 
Stoffwechsels einhergingen (allerdings auch bei anderen), einen 
erheblich herabgesetzten Vitamin ©-Gehalt im Serum fand, auf 
dieselbe Weise. 

Unabhingig von diesem Versuch einer Erklirung kénnte die 
eindeutig festgestellte antithyreotoxische Wirkung der Ascorbinsiiure 
den Versuch einer Beeinflussung des Morbus Basedow mit 
J-Vitamin rechtfertigen. 

Ergebnis: Die tédliche thyreotoxische Wirkung von Thyroxin 
an Meerschweinchen kann durch Ascorbinsiiure aufgehoben werden. 
Ks besteht eine gewisse Proportionalitit zwischen den sich im 
Tierversuch kompensierenden Mengen von Thyroxin und Ascorbin- 
siure. Durch Thyroxinverabreichung findet in der Leber und in 
den Nebennieren der Versuchstiere eine Abnahme der Ascorbin- 
siiure statt, die titrimetrisch erfaBt werden kann. 


Literatur. 
1. De Caro, Diese Z. 232, 229 (1934. — 2. H. von Euler 
u. Klusmann, Diese Z. 219, 215 (1933). — 38. Swirbely, Bio- 


chemic. J. 27, 961 (1933). — 4. Kreitmair, Arch. f. exper. Path. 176, 826 
(1934). — 5. Freund-Nobel, Klin. Wschr. III, 1849 (1924). — 6. Gabbe, 
Klin. Wschr. XIII, 1889 (1934). — 7. Fujita und Mitarbeiter, Biochem. Z. 277, 
285, 293, 296 (1935). — 8. Demole, Praktische Skorbutkost Nr. 111, Z. f. 
Vitaminforschg. 3, 89 (1934). 
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Zweite Synthese des Asterubins. 


Von 


D. Ackermann und Miller. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wurzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1935.) 


Da das vor kurzem beschriebene Verfahren’) der Synthese 


des Asterubins aus Taurin und Dimethylcyanamid eine nur spirliche 
' Ausbeute lieferte, wurde noch ein zweiter Weg beschritten, der 
gleichfalls zum Ziel fiihrt, aber den Vorzug einer wesentlich besseren 
' Ausbeute hat: Man geht von dem zuerst von Gabriel?) dar- 
_ gestellten Cystamin (I) aus, das bei Zimmertemperatur 2 Molekiile 
_ Dimethyleyanamid anzulagern imstande ist. Das so entstandene 
Tetramethyldiguanyl-cystamin (IJ) wird mit Wasserstoffsuperoxyd 
_ bei Gegenwart von Hisensalz genau in der Weise oxydiert, wie es 
Schdberl’) fir die Uberfiihrung von Cystamin in Taurin beschrieb. 
| Es geht dabei die —-SS-Gruppe in zwei -SO,H-Gruppen iiber und 
unter Zerspringen des Molekiils entstehen 2 Molekiile Asterubin (II]). 


I I 
N(CH,) 
HN=CC 
H,NCH,CH,S NHCH,CH,S 
H,NCH,CH, NHCH,CH,S 
HN=C¢ 
\N(CH,), 
Oxydation / 
N(CH,) 
\NHCH,CH,S0,H 


Beschreibung des Versuches. 
Die Darstellung des Tetramethyl-diguanyl-cystamins*) ist 


bereits vor kurzem gelegentlich von dessen pharmakologischen 


*) Das hierfiir bendtigte Cystamin wurde freundlicherweise von Herrn 
cand, chem. Max Fischer hergestellt. 
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Priifung*) beschrieben worden. Es wurde das reine Pikrat dieses 
Kérpers mit viel iiberschiissiger Schwefelsiiure und Ather in das 
Sulfat und dieses in eine Lésung der freien Base verwandelt, von 
der 2 g in 20 ccm Wasser gelést verwandt werden. Nach Zugabe 
von 0,2 ccm 0,1 m-Mohrscher Salzlésung erwarmt man auf dem 
Wasserbade und versetzt allmihlich mit insgesamt 70 ccm 10°/, igem 
Wasserstoffsuperoxyd. Die urspriinglich alkalische Flissigkeit wird 
bald sauer, da sich genau wie bei der Oxydation des Cystamins 
zu Taurin nach Schéberl etwas Schwefelsiure bildet. Durch 
Zusatz von insgesamt 16 ccm n/5-Barytlésung wird dann wieder 
fiir alkalische Reaktion gesorgt und wenn nach Verbrauch der 
gesamten Wasserstofisuperoxydmenge die Lésung noch etwas 
alkalisch sein sollte, mu8 man mit Schwefelsiure vorsichtig schwach 
ansiuern. Die Oxydation ist erst beendet, wenn mit waBriger 
Pikrinsiure in einer Probe der Fliissigkeit kein Niederschlag des 
schwerléslichen Pikrates der unveriinderten Base mehr erzeugt 
werden kann. 

Nach Absaugen des Bariumsulfates wird zum Sirup eingeengt, 
der nach einiger Zeit, besonders auf Kratzen und unter Zugabe 
von etwas Alkohol ein schneeweiSes Kristallpulver von Asterubin 
abscheidet. Dieses wiegt nach dem Waschen mit Methanol 1,4 g, 
das sind 42,6°/, der von dem angewandten Tetramethyl-diguany]- 
cystamin zu erwartenden Menge. Es ist nach Umkrystallisieren 
aus Wasser mit nachfolgendem Alkoholzusatz analysenrein und 
schmilzt bei 272—273°. Der Mischschmelzpunkt mit einem reinen 
Asterubinpraparat aus Asterias zeigt keine Depression. Das Krystall- 
bild ist das erwartete. 

4,999 mg Subst.: 5,580 mg CO,, 2,980 mg H,O. — 4,660 mg Subst.: 
0,873 ccm N, (22°, 750,5 mm). — 9,988 mg Subst.: 11,650 mg BaSO,. — 
3,261 mg Subst.: 7,630 mg Agu. 


C.H,,0,;N,8 Ber. C 30,74 H 6,71 N 21,53 S 16,42 2(N-)CH, 15,39 
Gef. ,, 30,44 ,, 6,67 ,, 21,41 ,, 16,02 » feet. 


Durchgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft. 


Literatur. 


1. D. Ackermann, Diese Z. 234, 208 (1935). 

2. 8. Gabriel, Ber. chem. Ges. 23, 566 (1888); 22, 1137 (1889); 24, 1110, 
1122 (1891; ferner J. v. Braun, A. Bahn u. W. Minch, Ber. chem. Ges. 
62, 2771 (1929) und die Modifikation der Darstellung von Schéberl, 
a. a. O. S. 199. 

3. A. Schéberl, Diese Z. 216, 199 (1938). 

4, D. Ackermann u. H. A. Heinsen, Diese Z. 235, 115 (1935). 


(Aus 


«Ube 

= 

| iibe 

| OX} 

Ak 

| 

der 

| tre 

Be 

ans 

Lu 

ent 

| erg 

der 

nu 

«Sta 

Die 

Po 

fol 

Ge 


Beitrag zur Spezifitat der Amylasen. II. 


Uber das Nichtauftreten von Reduktionsvermogen beim enzymatischen 


Abbau von aus Nativstarke gewonnener Oxyathylstarke. 


Von 
Walter Ziese. 
Mit 2 Figuren im Text. 


- (Aus dem Biologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft, Ludwigs- 


hafen a.Rh., Werk Oppau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1935.) 


In einer vorangegangenen Mitteilung') berichteten wir kurz 
iiber den enzymatischen Abbau von durch Einwirkung von Athylen- 
oxyd auf Lintner-Stirke entstehenden Verbindungen. Wir fanden, 
daB solche Praiparate von f-Amylase auch in Gegenwart von 


Aktivatoren nicht angegriffen, von «-Amylase enthaltenden Enzym- 


lésungen dagegen abgebaut werden. Bei diesen Abbauvorgiingen 
fiel es uns auf, da sie sich in erster Linie auf eine Verminderung 
der Viscositit der Substratlésungen erstreckten, wihrend das Auf- 
treten nur sehr geringen Reduktionsvermégens festgestellt wurde. 
Bei der Erweiterung unserer Versuche gingen wir nun dazu iiber, 
anstatt mit Lintner-Stiarke als Ausgangsmaterial, das hinsichtlich 
Zusammensetzung und Reproduzierbarkeit nicht allen Anforderungen 
entspricht, mit nativer Stiirke (aus Kartoffel) zu arbeiten. Es 
zeigte sich, daB auch mit Nativstirke beim Umsatz mit Athylen- 
oxyd wasserlésliche Verbindungen erhalten werden, die Lésungen 
ergeben, welche sich gegen @- u. §-Amylasen ganz entsprechend 
den Praparaten verhalten, welche aus Lintner-Starke gewonnen 
werden. Die aus Nativstirke hergestellten Verbindungen zeigen 
nur den Unterschied gegeniiber den Priparaten aus Lintner- 
Starke, daB sie erheblich viscosere wiBrige Dispersionen bilden. 
Diese folgen in hinreichender Verdiinnung (0,1—0,3°/,) dem Hagen- 
Poiseuilleschen Gesetz, womit die Voraussetzung fiir SchluB- 
folgerungen aus dem Viscositatsverhalten gegeben ist. 

Bei den Priparaten aus Nativstirke lie es sich nun im 
Gegensatz zu den friiheren Versuchen an Lintner-Stirke erreichen, 
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solche Lésungen herzustellen, die auBer einem Viscositatsabbau 
durch Enzyme kein Reduktionsvermégen, weder gegen alkalische 
‘Kupferlésungen noch gegen Hypojodidlésungen zeigten. Bei den 
Priparaten aus Lintner-Stirke konnte ein Reduktionsvermégen 
wohl im wesentlichen, aber nicht vollstandig ausgeschlossen werden. 
Ks erreichte 0,3—3°/, der Theorie. Letztere Werte wurden noch 
etwas iiberschritten, sobald ungereinigte Enzymextrakte aus Trocken- 
pankreas zur Einwirkung kamen. 

Uber den Ort des Eintritts der Oxyithylreste in die Starke lassen 
sich heute noch keine Aussagen machen. Die Elementaranalyse der Pro- 


dukte ergibt einen Kohlenstoffgehalt von 46,41°/,, einen Wasserstoffgehalt 
von 7,11°/). Daraus léBt sich eine Bruttoformel 


O 
C,H, 0; ol CH,—CH, (C = 46,60 3 H = 6,84 


errechnen, die den Eintritt von einem Alkylenoxydrest pro Glucoserest 
wahrscheinlich macht. Die relative Viscositit der 0,3°/,igen Losungen bei 
37,5° liegt bei etwa 1,5. Jodreaktion ist in 3°/,iger Losung nicht vor- 
handen (vgl. Versuchsteil). 

Bei dem Abbau der neuen Oxyiithylstarke durch Pankreas- 
amylase ergibt sich eine Verminderung der spezifischen Viscositit 
auf etwa '/,,—1/,, des Anfangswertes, gemessen in 0,1—0,3°/, igen 
Lésungen bei 37,5° im Ostwald-Viscosimeter. Sobald das Vis- 
cositiitsgesetz auch auf das vorliegende Substrat Anwendung finden 
darf, entspricht die Viscositatsverminderung einer Verringerung der 
Kettenlange der Molekiile auf ebenfalls +/,,—/,,. Geht man 
hiervon aus, so gelangt man, wie kurz gezeigt werden soll, zu 
Widerspriichen mit anderen Erfahrungstatsachen, die zu dem Schluf 
fiihren, daB entweder das Viscosititsgesetz auf den Abbau des 
gewahlten Substrates nicht anwendbar ist, oder daB das Molekiil 
der Oxyiathylstirke von Enzymen so gespalten wird, daB hierbei 
keine reduzierenden Gruppen entstehen. 

Die Kettenlinge des Starkemolekiils wurde von W.N. Haworth?) 
sowie von EK. L. Hirst, M.M.T. Plant und M. D. Wilkinson’) 
durch Methylierungsversuche gepriift. Das Verfahren schlieBt sich 
an die Versuche von J.C. Irvine und E. L. Hirst‘) an der Cellulose 
an, an der es spaiter von K. Freudenberg und E. Braun') 
durchgefiihrt wurde. Es besteht darin, unter den Spaltprodukten 
der methylierten Kohlenhydrate Tetramethylglucose quantitativ zu 
bestimmen. Haworth und Hirst fanden auf diese Weise eine 
Kettenlinge der Starke von 24—30 Glucoseresten sowohl fiir 
Amylose, wie auch fiir Amylopektin, Werte, die als MindestgréBen 
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-anzusehen sind, da die aus der Acetylstarke bereitete Methyl- 
_ stirke méglicherweise nicht mehr die Kettenlange der urspriing- 
lichen Starke besessen hat. Wird also eine Kette von 50 Trauben- 
guckerresten fiir die Zusammensetzung der Stirke angenommen, so 


kann dieser Wert bei unseren Darstellungen der Athylenoxyd- 
stirke infolge Kinwirkung der Alkalilauge héchstens unverandert, 


moglicherweise aber bereits vermindert sein, da bei den Ansitzen 
' eine ,,Reifungsphase“ eingeschaltet wurde, derart, daB das Alkali 
_ inn/1-Konzentration vor der Kinwirkung des Athylenoxydes zwecks 
Erzielung homogener Lésungen 20 Stunden unter Luftabschlub 
mit der Starke in Beriihrung blieb. Man darf unter diesen Umstanden 
unter Voraussetzung der gréBenordnungsmiBigen Richtigkeit der 
_ Bestimmungen von Haworth und Hirst maximal 50 Trauben- 


zuckerreste in den Molekiilen unserer Alkylenoxydstirke annehmen. 
Der enzymatische Abbau ergibt nun ohne Auftreten von 


| Reduktionsvermégen eine Verringerung der Viscositat (n,,) und 


damit der Keitenliinge auf mindestens '/,, des Anfangswertes. 


- Die Molekiillange wiirde also auf etwa 5 Glucosereste vermindert. 
_ Hierbei ist unter der Voraussetzung eines normalen Abbruches 


der Ketten ein starkes Reduktionsvermégen zu erwarten. Sein 


 tatstichliches Nichtauftreten kann bei Giiltigkeit des Viscositits- 
- gesetzes nur durch eine Hilfshypothese erklart werden, nimlich 


durch die Annahme eines anhydrischen Abbruches der Ketten mit 
der Unméglichkeit zur Umlagerung in die reduzierende Form. 
Die Méglichkeit des anhydrischen Abbruches ist zwar in anderen 
Fallen bereits diskutiert worden’), namlich zur Erklarung des 
Mechanismus der Bildung von «- bzw. f-Maltose bei der Spaltung 
der Starke durch a- bzw. f-Amylasen, aber hier ist stets mit der 
Riickkehr in die reduzierende Form gerechnet worden”), 

Wir sind der Benutzung der gekennzeichneten Hilfshypothese 
abgeneigt und méchten uns fiir die Nichtanwendbarkeit des Vis- 
cositatsgesetzes im vorliegenden Falle aussprechen®). Unsere 
bereits in der vorhergehenden Publikation geduBerte Ansicht, daB 
der erste Angriff der Enzyme auf die Oxyithylstirke in einem 
mehr physikalischen Vorgange bestehe, halten wir aufrecht. Uber 
die Natur dieses Vorganges lassen sich z. Zt. keine speziellen Aus- 
sagen machen. Er fihrt zu noch hochmolekularen Stoffen, die 


Cellophanmembranen nicht passieren. 


*) Die durch die Lebenstiitigkeit des Bac. macerans entstehenden nieder- 
molekularen Polyamylosen kénnen nicht als enzymatische Abbauprodukte 
im strengen Sinne aufgefaBt werden. 
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Die erzielten Ergebnisse erscheinen vom allgemeineren Ge. 
sichtspunkt des Abbaues hochmolekularer Substanzen mitteilens- 
wert. Sie lassen erkennen, da8 bei den hochmolekularen Kohlen- 
hydraten in bestimmten Fallen ein Abbau auch ohne Auftreten 
der sonst fiir die Spaltung charakteristischen chemischen Gruppen 
moglich ist, eine Erfahrung, die im Gegensatz steht zu den am 
enzymatischen Abbau der EiweiBstoffe gemachten Beobachtungen, 
da es hier bisher in keinem Falle mit Sicherheit méglich war, 
einen Abbau festzustellen, der nicht von einer Zunahme der frei- 
gesetzten, durch bestimmte Methoden meBbaren, charakteristischen 
Gruppen — Aminogruppen und Carboxylgruppen — begleitet ware. 


Die neuen Substrate werden von Pankreasamylase, die durch 
Extraktion von getrockneten und pulverisierten Pankreasdriisen 
des Schweines nach Willstatter und Waldschmidt-Leitz ge- 
wonnen wurde, am weitgehendsten im gekennzeichneten Sinne 
abgebaut. Nur mit diesem Priparat konnte die Viscositaét der 
0,1—0,3°/,igen Sole, auf ?/,,—'/,, des Anfangswertes vermindert 
werden. Mit Speichelamylase (menschliches Sekret 1:5) gelang 
die Verminderung nur auf etwa '/,—'/, des Anfangswertes; wahrend 
3°/,ige Extrakte aus Takadiastase nur geringe Viscositiatsernie- 
drigungen ergaben, obwohl die genannten Priiparate gegeniiber 
Nativstarke in der Reihenfolge Pankreas—Taka—Speichel fallende, 
aber sehr kraftige Aktivitat besaBen. Ob in der veranderten 
Reihenfolge der Aktivititen bei Anwendung der substituierten 
Starke als Substrat feinere Spezifititen der Amylasen zum Aus- 
druck kommen, kann nur durch griindliche quantitative Vergleiche 
an Nativstiirke einerseits und Oxyithylstarke andererseits ent- 
schieden werden, Versuche, zu denen in weitem MaBe gereinigte 
Praparate mit heranzuziehen waren. Aufgabe der vorliegenden 
Untersuchung war es nur zu zeigen, daB auch durch die Be- 
trachtung des enzymatischen Abbaues substituierter Starke Wege 
fir die Erforschung der Spezifitit der Amylasen eréffnet und 
Beitrige zur Chemie der Stiirke gegeben werder kénnen. 

Fiir den Fall, daB man sich fiir die obenerwahnte Hilfshypothese 
entscheidet, * es notwendig, mehr als 50 Glucosereste im Molekiil der 
Stirke anzun ien. Unsere Oxyithylstirke nimlich dialysiert nach dem 
Abbau mit P.ukreasamylase nicht durch Cellophanmembranen. Eine Dialy- 
sierbarkeit ware auch dann noch zu erwarten, wenn Bruchstiicke mit mehr 
als 5 Glucoseresten im Molekiil gebildet worden wiren, wie aus dem Ver- 
halten entsprechend zusammengesetzter Saccharide hervorgeht. Aus der Tat: 


sache, daB sogar Dextrine, die die rote Jodreaktion geben, Cellophan- 
membranen passieren, miiBte man auf ein weit héheres Molekulargewicht, 
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- etwa von der 6—10 fachen GréBe des von Haworth und Hirst angegebenen 
 schlieBen und etwa 200 Glucosereste im Molekiil der Starke annehmen. 


Es ist notwendig zu erwaihnen, daB eine Abspaltung von 


phosphorhaltigen Resten zur Erklirung der Viscosititsabnahme 
ohne Zunahme des Reduktionsvermégens bei den angefihrten 


Versuchen nicht in Betracht kommt. Es zeigte sich namlich, 
daB die Oxyathylstirken durch Umfallung mittels Aceton vollstindig 
phosphorfrei gewonnen werden. 

Der weiter mégliche Einwand, daB infolge des Kintrittes von 
Oxyathylresten in die Stirke Spaltungen unter Auftreten von 
Reduktionsvermégen durch besondere, nicht naher angebbare 
Hinderungen, gegebenenfalls sterischer Art, unméglich waren, kann 
dadurch entkraftet werden, daB beim Abbau mittels n/1-Salzsaure 
im Wasserbad in kurzer Zeit starkes Reduktionsvermégen auftritt. 


Versuchsteil. 


Herstellung von Oxyathylstarke aus Nativstarke. 100 ¢ luft. 
trockene Kartoffelstairke suspendiert man in 250 ccm Wasser und bringt die 
Suspension auf einen GuB in 2000 ccm n/1-Natronlauge, die sich in einer 
mit Gummistopfen verschlieBbaren 3 Liter Weithalsflasche befindet, ein. Es 
wird unverziiglich sehr kraftig durchgeschiittelt, wobei eine viscose Masse 
entsteht. Man 148t unter LuftabschluB bei Zimmertemperatur 18 Stunden 
stehen und leitet hierauf 100 g Athylenoxyd gasférmig ein. Der Eintritt 
der Reaktion zeigt sich durch schwache Erwarmung und geringe Gelbfarbung *) 
an. Nach 2stiindigem Stehen bringt man weitere 50 g Athylenoxyd gas- 
formig in die Lésung ein und prift nun von Zeit zu Zeit die durch 
n/10-Jod-Jodkali in einer herausgenommenen, mit HCl neutralisierten Probe 
entstehende Farbreaktion. Auf Zusatz von 4 Tropfen Jod-Jodkali zu 15 ecm 
neutraler und abgekiihlter Versuchsprobe darf héchstens eine schwach hell- 
braune Fiirbung auftreten. Mit Lintner-Stirke wurde frither bis auf 
Braunfirbung gearbeitet (vgl. 1); es hat sich aber als zweckmiBig erwiesen, 
die Reaktion noch etwas weiter gehen zu lassen. Gegebenenfalls sind zur 
Erreichung dieser Reaktionsstufe noch 30 g Athylenoxyd einzuleiten. Der 
Gesamtumsatz ist in 5—6 Stunden gut durchfiihrbar. Man neutralisiert die 
Fliissigkeit genau mit 2n-HCl und dialysiert bis zum Verschwinden der 
Chlorreaktion in Cellophansiicken gegen flieBendes Wasser. Die erhaltene 
viscose Fliissigkeit wird bei Zimmertemperatur auf etwa '/,; des Anfangs- 
volumens eingeengt und dann mit dem gleichen Volumen Aceton gefiallt. 
Die entstehende zihe Masse wird solange mit frischem Aceton durch- 
gearbeitet, bis sie fest und pulverisierbar wird. Man verreibt fein, saugt 
ab, wischt mit Aceton und schlieBlich mit Ather und trocknet an der Luft, 
dann im Vakuum oder im Trockenschrank bei 110° bis zum Verschwinden 
des Acetongeruches. Ausbeute etwa 70—80 g weiBes Pulver. 

Die erhaltenen Priparate sind noch nicht phosphorfrei und geben 
heim Abbau mit Pankreasamylase (5°/,ige Extrakte) ein nach Bertrand 


*) Es bilden sich geringe Mengen Polymerisationsprodukte des Athylen- 
oxydes. 
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meBbares Reduktionsvermogen, das 0,2—0,5°/, des Reduktionsvermogen; 
ausmacht, welches bei der Bildung von Maltose zu erwarten ware. Phos. 
phorgehalt und Bildung von Reduktionsvermégen bei der enzymatischen 
Einwirkung kénnen jedoch zum Verschwinden gebracht werden, wenn man 
die Priparate 5mal mittels Aceton aus 7,5°/, iger wiBriger Lésung umfiillt. 

Die so gereinigte Oxyiithylstirke erleidet, wie die Messungen zeigen, 
in 0,1—0,4°/, igen waBrigen Lésungen einen starken Viscosititsabbau ohne 
Auftreten von Reduktionsvermégen. 


Weitere Eigenschaften. 


1,69 x 100 


20 
= + 


= + 169° (in Wasser). 

Das spezifische optische Drehungsvermégen ist relativ stark konzen. 
trationsabhingig, [e]p fallt mit steigender Konzentration. Man arbeitet 
zweckmaBig mit 0,5°/, igen Solen. 

Relative Viscositat der 0,3°/, igen Lésungen bei 37,5°, Durch- 
schnittswert = 1,5. 


Getrocknet bei 100° iitber P,O, im Vakuum. 
Fiir C,H,,0,-O-CH,-CH, -OH Ber. C 46,60 H 6,84 
Gef. ,, 46,41 ,, 7,11. 


Phosphorgehalt negativ, Reduktionsvermoégen gegen Fehling sche 
Losung negativ. 
Prifang der Giltigkeit des Hagen-Poiseuilleschen Gesetzes 


an verdinnten Oxyathylstarke-Solen. 1. Priparat D 39; Viscosimeter 
nach Ostwald Nr. 1 (Wasserwert 47”); 0,3°/, ige Lésung. 


(p) cm Wassersiule. ..... 31 41 51 61 
() Durchlaufzeit in Sekunden . 24,2 18,2 14,5 12,2 
75,0 74,6 73,9 14,4 


2. Priparat E15; 2'/, Stunden bei 110° geirocknet; 0,3 ige Losung; 
7 ccm angewandt; mittlere Fallhéhe des Viscosimeters (Nr. 4) 12 cm. 

Hohere Drucke werden mittels Vorschaltung einer entsprechenden 
Wassersdule aus der Luftdruckleitung entnommen. 


Druck in em Auslaufzeit des t 
Wassersiule (p) Viscosimeters 
12 89,6 1075 
22 44,4 977 
32 31,4 1005 
42 23,4 983 
52 18,8 978 
62 15,6 967 


3. Praiparat E18—I. Vorbehandlung wie oben. Priifung in Viscosi- 
meter Nr. 4 (Fallhdhe = 12 cm) und Viscosimeter Nr. 5 (Fallhéhe 11,5 cm). 
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ogens 


Phos. & Viscosimeter Nr, 4 Viscosimeter Nr. 5 
schen pruck in em 
man Auslaufzeit pxt p t pxt 
: 
‘igen, 12 92,0 1104 11,5 95,4 1097 
yhne 22 45,0 990 21,5 | 44,6 959 
| 32 31,0 992 31,5 30,1 948 
42 24,4 1024 41,5 22,8 946 
52 19,2 998 51,5 18,3 943 
62 15,9 986 61,5 15,4 947 
) 4. Priparat E18—II (unterscheidet sich von E18—I durch 4 malige 
— Umfillung aus Wasser mittels Aceton. Vorbehandlung wie bei Priiparat E15; 


it ' Priifung in den Vigcosimetern Nr. 4 und 5. (Wasserwert dieser Instrumente: 
Nr. 4: 68,6"; Nr. 5: 61,4”) 


Viscosimeter Nr. 4 Viscosimeter Nr. 5 
p t | pxt Pp | t | pxt 
12 914 1096 11,5 | 94,6 | 1087 
22 44,2 972 21,5 44,0 | 989 
| 382 30,3 969 31,5 29,5 | 986 
sche 42 23,2 974 41,5 22,6 | 988 
52 18,8 978 515 | 182 | 988 
— 62 15,6 967 61,5 | 153 | 988 
eter — Priparat E20; Bedingungen wie bei den iibrigen Priiparaten. 
—— § Viscosimeter Nr. 4 Viscosimeter Nr. 5 
7 p | t pxt p | t | pxt 
2 12 | 103,8 1246 11,5 | 107 1230 
t | 22 48,4 | 1064 21,5 48,4 1040 
32 | 32,9 10538 31,5 33,0 1052 
ng; 42 | 25,0 1050 41,5 25,0 1038 
52 20,4 1060 51,5 20,2 1040 
in B c2 | 172 1066 615 | 17,0 1043 


Die Belege, welche sich auf Priiparate verschiedener Her- 
stellungen beziehen und an verschiedenen Viscosimetern gewonnen 
wurden, beweisen die Giiltigkeit des Hagen-Poiseuilleschen | 
Gesetzes in einem Druckbereich von etwa 20—60 cm Wasser- 
siule. Die Abweichungen bei kleineren Drucken stehen in Uber- ! 
einstimmung mit den sonstigen Befunden an vielen kolloiden | 
Lisungen. Obige Messungen wurden bei 37° durchgefiihrt. | | 


Viscosimetrische Messung einer Verdiinnungsreihe aus Priparat 
E18II. Die gemessenen AusfluBzeiten ergeben sich aus der fol- 
genden Tabelle, die spezifischen Viscosititen (7,,) in Abhangigkeit 
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von der Konzentration aus der Fig. 1, wo sie auf der Or. 
dinate, die Konzentrationen dagegen auf der Abszisse auf- 


getragen sind. 


Verdiinnungsreihe von E 18—II; Lésungsmittel: 75 Vol.-°/, H,0, 
25 Vol.-°/, m/15-Citratpuffer, pq 6,58; Viscosimeter Nr.5; angewandt 7 ccm; 


zusiatzlicher Druck 20 cm Wassersiiule; ¢ = 37°. 


Konzentration 


in Vol.-%/, . | 0,03] 0,06] 0,09] 0,12] 0,15] 0,18] 0,21] 0,24] 0,27] 0,30 


AusfluBzeit in 


Sekunden. . |20,7 |21,4 |22,2 |23,1 


24,0 |25,1 


26,0 |27,0 ]28,1 


Leerwert des Lisungsmittels unter obigen Bedingungen = 20,0 Sekunden, 


Fig.1 zeigt im Bereich von 0,09—0,3°/, eine lineare Funktion 
zwischen der Konzentration und der spezifischen Viscositiit. Unter 


O40; 


025 


au 
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dst 


Fig. 1. Fig. 2. 


0,09°/, wird der Verlauf der Kurve gegen die Abszisse etwas 
flacher, als iiber dieser Konzentration. Bei der Auswertung der 
enzymatischen Versuche wurde der Verlauf der Viscosititskurve 
beriicksichtigt. 

In Fig. 2 findet man die Beziehung zwischen spezifischer 
Viscositét und Konzentration bei Priiparat EK 18—2, wie sie sich 
ohne Anwendung von zusiitzlichem Druck darstellt. Der Konzen- 


trationsbereich ist hier 0,015—0,15°/,. Man erkennt einen prak- f 


tisch linearen Verlauf des Kurvenzuges bis zu den niedrigsten 


Konzentrationen. Die erhaltenen Werte sind wegen der Ab-f 
weichung vom Poiseuilleschen Gesetz in diesem Druckbereich f- 


nicht vergleichbar mit den unter 20 cm zusitzlichem Druck er- 


haltenen Werten, gestatten aber ebenfalls eine Ubertragung aul f 


enzymatische Versuche, 


Fig. 2: Verdiinnungsreihe yon E1i81IJ; Lésungsmittel: Wasser; Vis 
cosimeter nach Ostwald (Nr. 5); angewandt 7 cem; kein zusitzlicher 
Druck, t= 37°. 


| 
| | | 
| 0,6 
aye 
Ex 
| 
Re 
sp 
650 
| = 
= 
020 na 
a 
We 
de 
en 
de 
Al 
Wi 
da 
ge 
ve 
Al 
au 
de 
Re 
Re 
sts 


Or- 
auf. 


eem: 


Beitrag zur Spezifitiit der Amylasen. IT. 243 


Enzymatischer Abbau von E18 II. Hauptversuch: 5cem E18II 


| 0,6 Vol.-°/,; 2,5 cem 5°/,iger Extrakt aus Pankreasdriisen vom Schwein, 
2,5 cem m/15-Citratpuffer p;, 6,68 nach Sérensen. 


Kontrolle ohne Substrat: 5 cem Wasser; 2,5 cem 5°/, iger 


_ Pankreasextrakt, wie oben, 2,5 cem m/15-Citratpuffer py, 6,68. 


Kontrolle ohne Enzym: 5cem E18; 0,6 Vol.-°/,; 2,5 com 5°/,iger 
Extrakt aus Pankreasdriisen, 15 Minuten gekocht. 2,5 cem m/15-Citrat- 
puffer py 6,68. 

"0. 7 


20em Wassersiiule zusiitzlicher Druck; Viscosimeter V, ¢ = 37°; 7 cem. 


Reaktionszeit in Minuten |>0 15 30 45 60 90 120 
AusfluBzeit in Sekunden |22,4 |21,8 [21,8 [21,5 [21,2 |21,1 |21,1 


jsp in bezug auf die 
Kontrolle ohne Substrat | 0,081] 0,052] 0,052] 0,038] 0,025] 0,020] 0,020 


Kontrolle ohne Substrat: AusfluBzeit in Sekunden 20,7 


Kontrolle ohne Enzym : Ausflubzeit in Sekunden 30,2 
YWsp © © «© «© © © 0,458 


Die Tabelle zeigt einen steilen Abfall der Viscositat gleich 
nach dem Vermischen der Komponenten, einen flachen Abfall in 
weiterem Verlauf der Messungen. 

Die spezifische Viscositiit sinkt im Verlauf des enzymatischen 
Abbaues von 0,458 (Kontrolle ohne Enzym) auf 0,020 (Endwert 
des Hauptversuches nach 120 Minuten). Aus der Fig. 1 ist zu 
entnehmen, daB der gefundene Wert gleich ist etwa dem Wert, 
der fiir eine 0,018°/,ige Liésung des Substrates gefunden wird. 

Obgleich nicht anzunehmen ist, daB beim enzymatischen 
Abbau ein Teil (etwa 1/,,) des Substrates unangegriffen bleibt, 
wihrend die Hauptmenge bis zur Viscositiit der Kontrolle ohne 
Substrat abgebaut wird, bleibt doch die T'atsache zu beachten, 
daB die spezifische Viscositiit auf tiber 1/,, des Anfangswertes 
gesunken ist, ohne daB auch nur eine Spur von Reduktions- 
vermégen auftrat. Der folgende Versuch stellt das Nichtauftreten 
des Reduktionsvermégens in noch deutlicheres Lich*, | 


Nichtauftreten von Reduktionsvermégen beim enzymatischen 


 Abbau von Oxyathylstarke. Versuch1. 47 ccm einer 3°/, igen Liésung 


von Oxyiithylstirke E18 II versetzt man mit 3 ccm eines 5°/,igen Extraktes 
aus getrockneten und gemahlenen Schweinepankreasdriisen. Sofort nach 
dem Vermischen entnimmt man eine Probe von 10 cem und priift auf 
Reduktionsvermégen nach Bertrand durch Zusatz von je 20cem der 
Reagentien. Der Befund ist negativ. 

Nach Ablauf von 2 Stunden, wihrend deren der Ansatz im Thermo- 
staten von 37° aufbewahrt wurde, entnimmt man wiederum 10 cem zur 


| 
0,30 
29,2 
inden, & 
ktion | 
Jnter 
| 
twas 
der | 
urye 
cher | 
sich 
Zeli- 
rak- | 
sten 
Ab- | 
eich 
er- 
aul | 
Vis- | 
cher 


944 Walter Ziese, 


Priifung nach Bertrand. Auch diese Probe verliuft vollstindig negatiy, 
wihrend die Viscositét entsprechend den obigen Ergebnissen stark gesunken ist, 

Als Kontrolle liuft der Versuch 2. 

Versuch 2. 47 cem einer 3°/,igen Lésung von Lintner-Stirke ver- 
setzt man wie oben mit 3 ccm Pankreasextrakt. Bereits die sofort nach 
dem Vermischen entnommene Probe ergibt ein Reduktionsvermégen, ent- 
sprechend 18,5 cem n/10-Permanganat. Die nach weiteren 2 Stunden ge- 
zogene Probe ergibt einen Verbrauch von 30,25 cem n/10-Permanganat. 


Das Abbauprodukt der Athylenoxydstirke aus Versuch 1 ist 
durch Cellophanmembranen nicht dialysabel. 

Reproduzierbarkeit der Versuche. Die den Abbau der 
Oxyiithylstiirke betreffenden Versuche sind an Priiparaten ver- 
schiedener Darstellungen oftmals wiederholt worden, wobei die 
viscosimetrischen Messungen mit und ohne Anwendung von zusiitz- 
lichem Druck durchgefiihrt wurden. Stets wurden die gleichen Ergeb- 
nisse gewonnen. Es diirfte hier an einem Derivat der Stirke streng 
bewiesen worden sein, da ein enzymatischer Abbau auch vor 
sich gehen kann, ohne daB reduzierende Gruppen auftreten. 


Versuche mit Speichel- und Takadiastase. 1. Speichelamy lase. 
Ansatz: 5 ccm Athylenoxydstiirke D 39, 0,75 Vol.-°/,, 2,5 cem Speichel 1:5 
(filtr.); 2,5 cem Citrat py 6,68; Viscosimeter I. Kontrolle ohne Enzym: 
82,3” (7, = 0,74), Kontrolle ohne Substrat = 47,4” AusfluBzeit. 


Spaltungszeit in Minuten | 0 15 30 | 45 60 90 
AusfluBzeit in Sekunden 72,8 62,6 60,8 = _ 58,1 


2. Takadiastase: Ansatz wie bei Speichelamylase; Enzymlésung 
jedoch 3°/,iger Extrakt aus ,,Taka“ japanischer Herkunft. (1stiindige Ex- 
traktion des Mehles bei 37°; Filtration). Kontrolle ohne Enzym: 82,3” 
(44) = 0,74, Kontrolle ohne Substrat 47,4’) 


Spaltungszeit in Minuten | 0 15 30 45 60 90 
AusfluBzeit in Sekunden | 82,6 79,4 78,8 78,2 78,0 — 
0,75] 0,68] 0,66] 065] — 


Wihrend, wie die Tabellen zeigen, die spezifische Viscositiit 
des Substrates bei Kinwirkung der Speichelamylase um 70°/, auf 
weniger als 1/, des Anfangswertes sinkt, tritt durch Takaamylase 
nur eine Verminderung der spezifischen Viscositét um 15°/, ein. 
Beachtenswert ist dieser Befund deswegen, weil bei einem Spal- 
tungsversuch mit Starke umgekehrt die Takadiastase eine kriiftigere 
Wirksamkeit —- gemessen hier allerdings an der Zunahme 
des Reduktionsvermégens — zeigt als Speichelamylase (niichste 
Tabelle). Ohne weiteres erklirbar wire ein solches Verhalten 
unter der Annahme eines hohen Gehaltes der Takadiastase an 
f-Amylase, da dieses Knzym, wie friiher gezeigt, Oxyiithylstirke 
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nicht angreift. Wir sind jedoch der Ansicht, daB diese Erklirung 
nicht zutrifft, da fiir das Vorhandensein groBer Mengen §-Amylase 
im Takaenzym keine Anhaltspunkte vorliegen*). Erst kiinftige 
 Versuche an gereinigten Fermenten werden hier weiteren Kinblick 
gewihren kénnen. 


Tabelle. 


_ Abbau von Lintner-Stirke mit Taka, Pankreas- und Speichelamylase der 


in den Versuchen mit Oxyithylstirke benutzten Konzentration. 


Pankreasextrakt 3°/, Takaextrakt 3°, 
: | Haupt- Kon- Kon- Haupt- Kon- Kon- 
| versuch | trolle I | trolle II | versuch  trolleI | trolle II 
 Anfangswert| 4,48 (0,27 0,22 2.98 0,27 0,11 
20'-Wert | 5,42 | 0,29 0,30 430 | 0,29 0,22 
40’-Wert | 5,52 | 0,28 0,32 5,05 0,30 0,22 
60’-Wert | 5,74 0,28 0,29 5,08 0,30 0,20 


Werte in ccm n/10-Jod bei der Titration von 10 ccm nach Willstitter 
Speichel 1:5. 


und Schudel. 


Hauptversuch | Kontrolle I | Kontrolle II 


Anfangswert 0,93 0,31 0,15 
20’-Wert 3,55 0,32 0,15 
40’-Wert 3,58 0,88 0,17 
60’-Wert 3,64 0,83 0,19 


Ansitze obiger Tabelle: 
5 cem Citrat 6,68 ; ontr. I; ontr. II; 
Hauptversuch 1cem n/1-Na 1; statt Enzym Wasser; statt Stiirke Wasser 
5 cem Enzymlésung; Auffillen auf 50 ccm 
Proben von 10 ccm; Werte in ccm n/10-Jodverbrauch bei der Titration 
nach Willstitter und Schudel. 


Die Tabelle zeigt, besonders in den Anfangswerten, die be- 
deutend kraftigere Wirkung der Takadiastase gegeniiber Speichel 
1:5; der Gegensatz zum Abbau der Oxyithylstirke tritt scharf 


hervor. 
Literatur. 
. W. Ziese, Diese Z. 229, 213 (1984). 
. Nature 129, 365 (1932); Trans. Faraday-Soc. 29, 14 (1933). 
. J. chem. Soc., London 134, 2375 (1932). . 
. J. chem. Soc., London 123, 529 (1923). 
. Liebigs Ann. 460, 288 (1928). 
. Vgl. dazu I. Sakurada, Ber. chem. Ges. 68, 998 (1935). : 
. K. Freudenberg, Tannin, Cellulose, Lignin; Berlin 1933, S. 112. 


*) Bei unseren Versuchen mit Oxyithylstarke aus Lintner-Stirke ergab 


“Im CO DD 


| Takaenzym sehr erhebliche Spaltungen, wihrend §-Amylase unwirksam war. 
Dieser Befund spricht gegen die Anwesenheit gréBerer Mengen $-Amylase. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXV. 17 
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Nachweis von Arginase in normaler Skelettmuskulatur. 


Von 


G. Klein und W. Ziese. 


(Aus dem Biologischen Labor. Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigshafen a. R.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juli 1935.) 


Nach den tibereinstimmenden Erfahrungen anderer Forscher’) 
mit eigenen Ergebnissen ist in der normalen Muskulatur der 
Saugetiere das Arginaseenzym nicht oder nur in Ausnahmefiallen 
nachweisbar. Wir kénnen nun zeigen, daB trotzdem auch in der 
Normalskelettmuskulatur oft Arginase vorhanden ist, allerdings 
in einer unwirksamen Form, in der sie im Gewebebrei bzw. im 
Gewebeextrakt nicht nachgewiesen werden kann. Die von uns 
untersuchten Muskulaturen (vgl. T'abelle) enthielten das Ferment 
mit einer Ausnahme in deutlich erkennbarer Menge”), die aller- 
dings nicht vergleichbar ist mit der Konzentration, wie sie in 
der Leber angetroffen wird. 

Wesentlich fiir den Nachweis ist das Vorhandensein von 
Mangansalzen, die man in m/200-Konzentration dem Gewebebrei 
zusetzen muB, um nach 22—24 Stunden bei entsprechenden 
Spaltungsansdétzen die Verminderung des Substrates (Arginin) 
nachweisen zu kénnen. Mangansalze sind, wie bereits veréffent- 
licht worden ist*), von uns als starke, vom Redoxpotential un- 
abhingige Aktivatoren des Enzyms erkannt worden. Sie werden 
also stets angewandt werden miissen, wenn Aussagen iiber 


das Fehlen von Arginase gemacht werden sollen, da _ sonst 
Tauschungen durch das Vorliegen inaktivierten Enzyms unter- | 


laufen kénnen. 


Von den von uns untersuchten Tieren enthielt Ratten- | 
muskulatur die héchste Arginasekonzentration, in Rindermusku- f 


latur war das Ferment dagegen nicht nachweisbar. 


*) Diese unterliegt offenbar jahreszeitlichen Schwankungen, wie wir bei | — 


der laufenden Untersuchung von Ratten fesistellen konnten. Tiefe AuBen- 


temperaturen fithren zu einer Steigerung des Arginasegehaltes, hohe Tempe- F 


raturen zu einer starken Verminderung. 
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Wir geben als MaB fiir die Enzymkonzentration die erreichte prozen- 


' tuale Spaltung des Substrates an. Bemerken wollen wir, daB wir eine 
 stufenphotometrische Auswertung der Arginasegehalte der Spaltungsansitze 
- durchgeftihrt haben. Wir beniitzen nach wie vor die Sakaguchische 
_ Farbreaktion, die wir an Hand einer Eichkurve auswerten. Die zur Messung 
' kommenden Argininmengen wihlen wir aus praktischen Griinden etwa 
_ 5fach so hoch, als bei der colorimetrischen Bestimmung. 


Unsere Spaltungsansiitze wurden folgendermaBen hergestellt: Die 


Skelettmuskulatur wird mit etwa der doppelten Menge n/10-Glykokollpuffer 


Py 9,4 unter Quarzsand zerrieben. Der Brei wird 24 Stunden im Kiihlraum 


| yon — 6° C aufgehoben*), dann zentrifugiert und vom Zentrifugat (1:3 ver- 


diinnt) werden 0,5 cem zu folgendem Ansatz angewandt. 

5 ecm Glykokollpuffer (m/10) py 9,4 (enthaltend 937 mg Argininbase 
in 500 cem). Dazu gibt man im Kontrollversuch 2 ccm Wasser, im Versuch 
mit Mangansalz dagegen 0,2 ccm m/200-Mangansulfat und 1,8 ccm Wasser, 
schlieBlich die oben erwihnten 0,5 cem Enzym. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt. 


. °/, Spaltung des Arginins 
Ansitze ° “nach 22 Stunden 

Kalbsmuskulatur ohne Zusiitze ...... 2 
mit Mn80, ...... 26 
2 
Rindermuskulatur ohne Zusiitze. .... . 2 
mit MnS8O,...... 4 
6 
Ochsenmuskulatur ohne Zusiitze ..... 0 
mit Mn8O,...... 28 
Pferdemuskulatur ohne Zusiitze. . .... 0 
mit MnSO,...... 26 
4 
Hammelmuskulatur ohne Zusiitze. ... . 0 
mit MnSO,..... 20 
— 0 
Rattenmuskulatur ohne Zusiitze. .... . 0 
mit MnSO,...... 62 
0 


Kontrollansitze mit anderen Schwermetallsalzen (hier ist nur 


FeSO, angegeben) verliefen negativ. 


Die relativ starke Spaltung der Rattenmuskulatur ist 


von uns mehrfach reproduziert worden; die geringe Spaltung 
_ der Rindermuskulatur ist an weiteren Versuchen bisher nicht 
bestitigt. Die Befunde sind geeignet, eine Erklarung fir oft 


*) Es kann auch sofort weiter gearbeitet werden. 
17* 


— 
er’) & 
der 
llen 
der 
ings 
inf 
uns 
ent | 
ler- 
> in 
von 
brei | 
den | 
nin) | 
ent- 
un- 
den 
iber 
ter- 
ku- 
bei 
3en- 


948 Klein u. Ziese, Nachweis y. Arginase in norm. Skelettmuskulatur} 


schwankende Arginasebefunde der Muskulatur von Tumor- undp 
Refraktirtieren bei wechselndem Tiermaterial zu geben. Dich 
Arginase entzieht sich unter geeigneten Umstinden der direkteng 
Bestimmung. Da fir ihr Verhalten auch die Bedingungen def 
Redoxpotentials maBgebend sind, treten weitere Komplikationen eing 

Die vorliegende Versuchsreihe hat jedenfalls den Beweip 
erbracht, daB auch in Normalmuskulatur Arginase auffindbay 
ist und mit Mangansalzen in aktiver Form nachgewiesen wer} 


den kann. 


Bemerkung wihrend der Korrektur. Ob der durclf 


Mangansalze bedingten starken und scheinbar spezifischen Arginase. 


(Au 
aktivierung eine physiologische Bedeutung zukommt, bzw. ob ef 


gelingt, durch nicht toxische Manganmengen den ,,Arginasespiegel'> 


des Organismus zu beeinflussen, bleibt weiterer Priifung vorbehalten} 


Literatur. 


1. S. Edlbacher u. H. Réthler, Diese Z. 148, 273 (1925), und zwar | 


S. 281. 
2. G. Klein u. W. Ziese, Klin. Wschr, 14, 205 (1935). 
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Uber glucosidspaltende Enzyme der Digitalisblatter. 
(12. Mitteilung iiber Herzglucoside) '). 


Von 


A. Stoll, A. Hofmann und W. Kreis. 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Chemischen Fabrik vorm. Sandoz, Basel.) 
ob ef 
haltent 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juli 1935.) 


Theoretische Ubersicht. 
In der 3. Mitteilung dieser Reihe?) haben wir iiber ein Enzym, 


‘die Scillarenase, berichtet, die aus dem Hauptglucosid der Meer- 
awiebel, dem Scillaren A, ein Molekiil Glucose abzuspalten ver- 
mag und erwahnt, da’ ahnliche Vorginge bei andern Drogen, die 
Herzglucoside enthalten, beobachtet oder doch vermutet worden 


sind. Em. Perrot und A. Goris und ihre Schiiler’) haben die 


Anwesenheit hydrolysierender und oxydierender Fermente in vege- 


tabilischen Drogen allgemein angenommen und bei Digitalisblattern 


gezeigt, daB die daraus extrahierten Glucoside verschieden waren, 
ob man von sogenannten stabilisierten Blittern, in denen die 
Enzyme zerstért waren, oder von nicht vorbehandelten Blattern 
-ausging. 


Unsere Untersuchungen iiber die Digitalisglucoside*) haben 


dann einwandfrei ergeben, daB sowohl in den Blittern der Digitalis 
Purpurea L. wie der Digitalis lanata Erh. Enzyme vorkommen, 


die aus sogenannten genuinen Glucosiden der Digitalisarten, den 


inzwischen rein dargestellten Digilaniden A, Bund © und den 


1) 11. Mitteilung: Helvet. chim. Acta. 18, 644 (1935). 
*) Diese Z. 222, 24 (1983). 
3) Bull. Acad. Méd. (3°S.) 61, 681 u. 62, 97 (1909). — Bull. Sci. pharmacol. 


38, 7 (1981) und Progrés méd. 1933, 354. 


*) Vorliufige Mitteilungen: A. Stoll u. W. Kreis, Verh. Schweiz. 


Naturforsch. Ges. 1932, 331 u. 485: A. Stoll, ,,.Ein Gang durch biochemische 
Forschungsarbeiten“, Berlin 1938; A. Stoll u. W. Kreis, Miinchn. Med. 
'~Wschr. 80, 723 (1933); C. r. Acad. Sci. 196, 1742 (1933); Bull. Sci. pharmacol. 
40, 321 (1988) — Originalarbeiten: Helvet. chim. Acta 16, 1049 (1983); 
16, 1390 (1983); 17, 592 (1984); 18, 120 (1935). 


| 
| 
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Purpureaglucosiden A und B, ein Molekiil Glucose abzuspalten | 


vermégen. Wie in unserer 3. Abhandlung?) erwihnt wurde, sitzt 


der enzymatisch leicht abspaltbare Traubenzucker an einem 
Desoxyzucker des Glucosids, nimlich an Digitoxose, und wird bei § 
der sauren chemischen Hydrolyse der Glucoside primir als Biose, f 
als Digilanidobiose, erhalten. Die enzymatisch leicht angreif. f 
bare Bindung der Glucose bietet der Hydrolyse mit Siure so f 
starken Widerstand, daB nur verschirfte Siureeinwirkung dic 


Digilanidobiose in die beiden Monosen zu spalten vermag. 
Bei der praparativen Bearbeitung genuiner Digitalisglucoside 


und bei ihrer Umwandlung bis zu den bekannten Glucosiden der 
Digitoxinstufe (Digitoxin, Gitoxin, Digoxin) sind die glucosid- f 


spaltenden Enzyme beriicksichtigt worden: 1. bei der Darstellung 
der genuinen Glucoside selbst, durch Ausschaltung der enzyma- 


tischen Wirkung; 2. beim partiellen Abbau, fir die gewolltc | 
katalytische Zuckerabspaltung. Die in Betracht kommenden | 


enzymatischen Reaktionen werden durch folgende Gleichungen 
dargestellt: 


091, + H,O = CysH + 


Digilanid A Acetyldigitoxin Glucose 

Digilanid B Acetylgitoxin Glucose 

+ H,O = 56015 + 

Digilanid C Acetyldigoxin Glucose 
ferner: 

C,H, + H,O = + C,H,.0, 
Desacetyldigilanid A Digitoxin Glucose 
(Purpureaglucosid A) 

Desacetyldigilanid B Gitoxin Glucose 
(Purpureaglucosid B) 

+ H,O = Ci + 
Desacetyldigilanid C Digoxin Glucose 


Die Digilanide A, B und © und die entsprechenden Des- 
acetyldigilanide sowie die beiden Purpureaglucoside A und Bb, 
die mit Desacetyldigilanid A und B identisch sind, verkérpern 
die zuckerreichsten Glucoside, die aus Digitalisblittern bisher 
gewonnen worden sind. Sie haben unsern Enzymversuchen als 
Substrate gedient und wir haben daher das in der Dig. lanata 


1) a. a. O. 27. 
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yorhandene glucosidspaltende Enzym mit ,,Digilanidase* und 
das glucosidspaltende Agens der Dig. purpurea analog als ,,Digi- 


purpidase“ bezeichnet. 


Die priparative Nutzanwendung der Enzyme ist in den oben 
zitierten Arbeiten zur Darstellung der partiell abgebauten Ab- 
kémmlinge der genuinen Glucoside ausfiihrlich beschrieben worden, 
so daB wir uns in dieser Mitteilung darauf beschrinken, iiber 
Versuche zu berichten, welche die wichtigsten enzymatischen 
Kigenschaften der Digilanidase und der Digipurpidase zu ermitteln 
erlaubten. Wir begegneten dabei manchen Feststellungen, die 
wir schon bei der Untersuchung iiber Scillarenase gemacht hatten, 
obschon dieses Enzym von Digilanidase und Digipurpidase sicher 
verschieden ist. 

Ebensowenig wie bei der Scillarenase ist es gelungen, die 
glucosidspaltenden Digitalisenzyme aus der Blattsubstanz zu ex- 
trahieren, auch dann nicht, als wir versuchten, die feste Haftung 
dieser Desmoenzyme durch Elektrolyte (verdiinnte Salzsiure, 
sekundires Natriumphosphat) oder durch die Einwirkung von 
Enzymen (Diastase, Papain) zu lockern. Als Enzymmaterial ver- 
wendeten wir daher mehr oder weniger vollstindig vorextrahierte 
Blattsubstanz, die aus frischen (,,Knzym fr.“) oder getrockneten 
Blattern (,.Enzym tr.“) gewonnen wurde. Um eine gewisse Ver- 
cleichbarkeit der Versuche zu erreichen, brachten wir das Blatt- 
material in Beziehung zu seinem Glucosidgehalt unter der An- 
nahme, daB die glucosidirmere Dig. purpurea in 1 kg trockener 
Blatter 1 g genuines Reinglucosid enthalte. 5 kg frische Blatter 
entsprechen etwa 1 kg trockenen Materials und liefern nach der 
Vorextraktion etwa 450 g enzymhaltiges Zellmaterial, das demnach 
1g Glucosid gegeniibergestellt wird. Verwendet man beispiels- 
weise zur Spaltung von 1 g Glucosid nur 45 g extrahierte Blatt- 
substanz, so bedeutet letztere ,,!/,, Enzym“. Dieselbe Relation 
behalten wir auch fiir die Dig. lanata bei, obschon diese Pflanze 
bedeutend glucosidreicher ist als die Dig. purpurea. Wir bringen 
damit Enzym und Substrat in eine ahnliche Beziehung wie es 
R. Willstatter und A. Stoll?) bei ihrer Untersuchung iiber die 
Chlorophyllase getan haben. 

Fiir qualitative Versuche oder zur praparativen Herstellung 
partiell abgebauter Glucoside kann auch weniger oder gar nicht 
vorextrahiertes Blattmaterial verwendet werden. Fiir quantitative 


1) Liebigs Ann. 378, 18 (1910). Vgl. auch R. Willstitter, ,,Unter- 
suchungen iiber Enzyme“ (Berlin 1928), I., 263. 
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Versuche hingegen muB das zerkleinerte Blattmaterial méglichst 
erschépfend vorextrahiert werden, namentlich um lésliche, redu- 
zierende Substanzen zu beseitigen, da wir den Gang der enzyma- 
tischen Spaltung durch Titration der freigesetzten Glucose nach 


Methode von Fehling-Lehmann-Schoorl}) verfolgten. In 


Blindversuchen wurde der Reduktionswert des Versuchsansatzes 
ohne Glucosidzusatz unter sonst gleichen Bedingungen wie im 
Hauptversuch trotzdem noch bestimmt und beriicksichtigt. 


Die Vorextraktion des fein zerkleinerten Enzymmaterials [ 


wurde durch wiederholtes Aufschlimmen in viel Wasser, Ab- 
filtrieren und Abpressen eingeleitet. Hierauf erfolgte eine griind- 
liche Extraktion mit verdiinntem Alkohol, worauf man zuniichst 


mit 85°/,igem und dann mit absolutem Aceton erschépfend | 
extrahierte. Das so gewonnene Enzymmaterial bildete ein graues | 
Pulver und wurde als solches fiir die enzymatische Umsetzung | 
der in w&Brigen Medien suspendierten Glucoside verwendet. Die | 
Léslichkeitsverhiltnisse nicht nur des Enzyms, sondern auch des | 


Substrates liegen also fiir die enzymatische Umsetzung ungiinstig. 
Die geringe Léslichkeit der Glucoside in waBrigen Medien reicht 
indessen fiir eine relativ rasche Glucosidspaltung aus, vielleicht 
begiinstigt durch die Wiederausscheidung der noch schwerer lis- 
lichen traubenzuckerfreien Glucoside. : 

Wie zu erwarten war, férderte eine lebhafte Bewegung dieses 
heterogenen Systems von Enzym und Substrat die enzymatische 
Umsetzung sehr stark; durch Schiitteln wurde ein beispielsweise 
5facher Umsatz erreicht gegeniiber der ruhig stehenden Suspension. 
Alkohol, der die Léslichkeit der Glucoside in Wasser wesentlich 
erhoht, setzte schon in Konzentrationen von 20°/, des Liésungs- 
mittels die Enzymreaktion gegeniiber einer solchen in rein wib- 
rigem Medium stark herab. Digilanidase und Digipurpidase sind 
also gegeniiber Alkohol empfindlich, doch ist ihre Wirkung in 
wiBrig-alkoholischen Lésungsmitteln, wie sie z. B. zur Bereitung 
von Tinkturen verwendet werden, noch kraftig genug, um wihrend 
der Extraktion von Digitalisblattpulver die Glucoside weitgehend 
abzubauen, namentlich dann, wenn der Extrakt langere Zeit bei 
Zimmertemperatur mit der Blattsubstanz in Berihrung bleibt. 

Ks ist zu bedenken, da8 die hier mitgeteilten Enzymversuche 
in verdiinntem Alkohol nur mit bzw. Enzym durchgefihrt 


’) Van der Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und Be- 
stimmung der Monosaccharide und Aldehydsduren, S. 121 (Berlin 1920). 
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i wurden, wahrend bei Bereitung von Glucosidextrakten zu prapa- 
-rativen Zwecken die ganze, vollwirksame und nicht vorextrahierte 
- Blattsubstanz zugegen ist. In einem priaparativen Versuch erhielten 


wir bei 15 stiindiger Extraktionsdauer mit 65°/,igem Alkohol aus 
Dig. purpurea in guter Ausbeute Digitoxin, das durch partiellen 
Abbau aus Purpureaglucosid A entstanden war. 

Der enzymatische Abbau verlaiuft mit primar in der Droge 
vorhandenem Glucosid, wohl infolge giinstiger Verteilungs- 
yerhiltnisse von Enzym und Substrat, rascher, als mit zugesetztem 
pulverférmigen Glucosid. BloBes Stehenlassen der natiirlichen 
Droge mit waBrigen Lésungsmitteln geniigt zu vollstandigem 
enzymatischem Abbau in relativ kurzer Zeit, wahrend zu extra~- 
hiertem Blattmaterial zugesetztes Glucosid besonders bei Gegen- 
wart von Alkohol tiichtig geschiittelt werden muB, will man die 
Hydrolyse meBbar verfolgen. 

Der nachgewiesene leichte Hintritt der enzymatischen Hydro- 
lyse der Glucoside bei der Extraktion natiirlicher Droge macht 
es verstindlich, warum nach ilteren Methoden aus Digitalisdrogen 
die Glucoside der Digitoxinstufe (Digitoxin, Gitoxin, Digoxin) 
erhalten und fiir ,genuin“ erachtet wurden, obschon sie Produkte 
des partiellen Abbaus sind. 

Héhere Temperaturen schidigen die Enzyme. Ein Digipur- 
pidasepraparat, das in wiBriger Suspension 20 Minuten bei 98° 
gehalten wurde, war unwirksam geworden. 

Die meisten MeBversuche wurden mit der am leichtesten 


- mginglichen Komponente A (Digilanid A, Desacetyldigilanid A = 


Purpureaglucosid A) durchgefiihrt, doch wurden auch die Glucoside 
der B- und der C-Reihe in die Untersuchung einbezogen. Beim 
Vergleich der 3 Komponenten unter gleichen Versuchsbedingungen 
zeigte sich wohl ein Unterschied in der Geschwindigkeit der 
enzymatischen Hydrolyse. Die Komponente C wurde sowohl von 
der Digipurpidase wie von der Digilanidase mit Desacetyl- 


_ digilanid C bzw. Digilanid C als Substrat langsamer abgebaut als 


die entsprechenden Komponenten A und B. Dieser Unterschied 
ist aber sehr wahrscheinlich nicht auf die chemische Ver- 
schiedenheit des Agluconanteils der Glucoside, sondern vielmehr 
auf die verschiedene Léslichkeit derselben in waBrigen Medien 
zuriickzufihren; die am wenigsten umgesetzte Komponente C ist 
nimlich darin am wenigsten léslich. 

Das verwendete Enzymmaterial ist amphoterer Neale, es 
wirkt gegeniiber Anderungen der Wasserstoffionenkonzentration 


| 
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selbst als Puffer, so daB sein p,, nach dem sauren oder alkalischey : 
Gebiet nur mit relativ groBen Saure- bzw. Alkalimengen ver. | 
schoben werden kann. Das Optimum fir die Wirkung der Enzyme | 


liegt indessen ganz in der Nihe des natiirlichen Acidititsgrades 


des Enzymmaterials, so die meisten Enzymversuche ohne 
Pufferzusatz ausgefiihrt werden konnten. In zwei Versuchsreihen, f 
je eine mit Digipurpidase und mit Digilanidase, wurde die Wasser- § 
stoffionenkonzentration mittels Phosphatpuffer nach Sérensen 


eingestellt und colorimetrisch kontrolliert. Das p,,-Optimum der 


Digipurpidase liegt in der Nihe des Neutralpunktes, wihrend f 
die Digilanidase bei einem schwach nach der alkalischen Seite [ 


hin verschobenen p, bei ungefihr 7,5 am besten zu wirken 
scheint. In ausgesprochen alkalischem Milieu fallt die Wirk- 


samkeit der beiden Enzyme rasch auf Null ab, wihrend sie gegen f 


die saure Seite hin langsamer zuriickgeht. 
Da die Enzyme. ganz, die Substrate zum weit iiberwiegenden 


Teil in fester Phase vorliegen, so haben Versuche tiber die Kinetik f 


der Enzymwirkung nur sehr anniherungsweise Bedeutung. Immer- 
hin konnte in einer Versuchsreihe mit Digipurpidase gezeigt 


werden, daB die enzymatische Hydrolyse ungefihr der Regel von | 


Schiitz geniigt. Das umgesetzte Glucosid uw, die Enzymmenge E 


und die Einwirkungszeit ¢ stimmen innerhalb der Fehlergrenze | 


des Versuchs mit der Gleichung u = iiberein. 


Die interessantesten Ergebnisse dieser Arbeit lieferten die | 


Versuche iiber die Spezifitit der Enzyme. Wir hatten urspriinglich 
angenommen, daB die Enzyme der beiden Pflanzenarten fiir die 


damit vergesellschafteten Glucoside streng spezifisch seien und 
zwar derart, daB die Digilanidase nur die genuinen, acetyl- | 
haltigen Digilanide A, B und C der Dig. lanata, die Digipurpidase | 
die entacetylierten Digilanide oder die damit identischen genuinen | 
Purpureaglucoside A und B zu spalten vermégen!). Diese Auf- [ 


fassung ist irrig und wurde bald nach ihrer Verdéffentlichung vou 
uns korrigiert?). Trotzdem sind Digilanidase und Digipurpidase 


nicht ein und dasselbe Enzym, wie schon aus der obigen Angabe | 
iiber das fiir die optimale Wirkung verschiedene p,, hervorgeht. | 
Der Unterschied zwischen Digilanidase und Digipurpidase ist } 


jedoch nur quantitativer Art. Beide Enzyme vermégen die 


') Verh. der Schweiz. Naturf. Ges. 1932, S. 331; A. Stoll, ,,Ein Gang | 


durch biochemische Forschungsarbeiten“ (Berlin 1933), S. 28 u. ff. 
*) Miinchn. med. Wschr. 19383, S. 723. 
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genuinen Glucoside beider Digitalisarten zu spalten, doch verliuft 


unter vergleichbaren Versuchsbedingungen die Spaltung der Gluco- 
side mit dem Enzym, mit dem sie im Blatt vergesellschaftet sind, 
rascher als mit dem Enzym der verwandten Art. - Die Digi- 
lanidase spaltet demnach besser die Digilanide, die Digipurpidase 
besser die Desacetyldigilanide, von denen A und B mit den Pur- 
pureaglucosiden A und B identisch sind. 

Beide Enzyme vermégen aus der freien Biose, der Digi- 
lanidobiose (Digitoxose-Glucose), den Traubenzucker ebensowenig 
abzuspalten, wie die Scillarenase die Scillabiose (Rhamnose- 
Glucose) zu hydrolysieren vermag. Die Digitalisenzyme spalten 
dagegen Scillaren A glatt in Proscillaridin A und Glucose. Sie 
sind demnach weniger spezifisch als die Scillarenase, die, wie 
bereits mitgeteilt'), die genuinen Digitalisglucoside intakt liBt. 


Zusammenfassung, 


Die frischen und die getrockneten Blatter der Digitalis lanata 
und der Digitalis purpurea enthalten glucosidspaltende Enzyme, 
die mit Digilanidase und Digipurpidase bezeichnet werden. Beide 
Enzyme spalten aus den genuinen Glucosiden der Dig. lanata 
und der Dig. purpurea, den Digilaniden A, B und C bzw. den 
Purpureaglucosiden A und B (Desacetyl-Digilanide A und B), sowie 
aus Desacetyl-Digilanid C und aus dem Meerzwiebelglucosid 
Scillaren A das endstiindige Molekiil Glucose ab. 

Digilanidase und Digipurpidase sind Desmo-Knzyme, die 
auf keine Weise aus der Blattsubstanz herauszulésen waren; sie 
gelangten in den Enzymversuchen als wiBrige Suspension von 
Zellmaterial, das fiir genauere Messungen mit Wasser, verdiinntem 
Alkohol und Aceton erschépfend extrahiert worden war, zur 
Verwendung. 

Die Schnelligkeit, mit der die genuinen Digitalisglucoside 
unter verschiedenen Bedingungen, besonders aber bei der Kin- 
wirkung natiirlicher Blattsubstanz in waBrigen Medien gespalten 
werden, erklart, warum nach bisherigen Isolierungsverfahren die 
Glucoside der Digitoxinstufe so leicht erhalten und fir urspriinglich 
in den Blattern vorhandene Glucoside gehalten wurden, obschon 
sie Kunstprodukte sind. Manche galenische Priparate iiblicher 
Herstellung diirften die Herzglucoside in teilweise abgebauter 
Form enthalten. Auf Grund der nun gewonnenen Kenntnisse 


1) Diese Z. 222, 30 (1983). 
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gelingt es leicht, die enzymatische Glucosidspaltung zu vermeiden 
oder sie planmaBig zum glatt verlaufenden partiellen Abbau 
priparativ zu verwenden. 

Die Enzyme zeigen eine gewisse Spezifitat fir die Substrate 
aus der gleichen Digitalisart; denn die Digilanidase spaltet die 
Digilanide rascher als die Purpureaglucoside, wihrend die Digi- 
purpidase die acetylfreien Glucoside schneller abbaut als die 
Digilanide. Qualitativ sind Enzym und Substrat vertauschbar, 


Experimenteller Teil. 


Zubereitung des Enzymmaterials. In Vorversuchen wurde unter 
Zuhilfenahme der piparativen Aufarbeitung des Abbauproduktes von Des- 
acetyl-Digilanid A auf das wohlbekannte Digitoxin gefunden, daB das 
glucosidspaltende Enzym weder in den PreBsaft noch in irgendein Lésungs- 
mittel tibergeht. Man war also gendétigt, mit Zellriickstiinden zu arbeiten, 


die méglichst weitgehend von ldéslichen Stoffen, vor allem reduzierenden 


befreit waren. 


a) Aus frischen Blittern. 1kg frische im Schwarzwald gesammelte 
Blitter von Dig. purpurea wurden mit der Steinwalzenmiihle zu einem feinen 
Brei vermahlen und durch Koliertuch mit der Handpresse abgepreBt. Der 
Riickstand wurde hierauf zweimal mit je 5 Litern Wasser und anschlieBend 
mit je 2,5 Litern 50°/,igem Alkohol extrahiert. Eine darauffolgende zwei- 
malige Extraktion mit je 2,5 Litern 85°/,igem Aceton und zuletzt noch ein- 
mal mit 2 Litern absolutem Aceton entfernte das Chlorophyll, die Carotinoide 
und die wachsartigen Stoffe u.a. Es hinterblieb nach dem Trocknen ein 
feinschuppiges graues Pulver (91 g), das wir im folgenden als ,,Enzym fr.“ 
oder ,,Digipurpidase fr.“ bezeichnen, weil das Priparat aus frischen 
Blittern gewonnen wurde. 

b) Aus trockenen Blittern. 500g Mehl aus getrockneten Blattern 
der Dig. purpurea wurden in 10 Liter destilliertem Wasser unter Riihren 
iiber Nacht suspendiert, hydraulisch abgeprebt, nochmals fiir einen Tag mit 
5 Litern Wasser angesetzt und wiederum scharf abgepreBt. Hierauf ver- 
riihrten wir den fein verteilten PreBriickstand mit 5 Litern 80°/,igem Alko- 
hol wihrend '/, Stunde, preBten ab, extrahierten noch rasch mit 5 Litern 
85°/,igem und dann mit 5 Litern absolutem Aceton und trockneten im 
Vakuum. Das graue Mehl (,,Enzym tr.“, ,,Digipurpidase tr.) wog 235 g. 

Ganz analog wurden Blitter der Dig. lanata sowohl in frischem wie 
in sorgfiltig getrocknetem Zustand auf Enzympriparate verarbeitet. Sie 
lieferten nach der erschépfenden Vorextraktion mit Wasser, Alkohol und 
Aceton ungefiahr gleich viel unléslichen Riickstand wie die Blatter des 
roten Fingerhuts, naémlich etwa 450 g aus 1 kg getrockneten Blittern oder 
aus 5 kg frischen Blattern. 


Allgemeine Bedingungen der enzymatischen Versuche. Eine erste, 
orientierende Versuchsreihe sollte Aufklirung bringen iiber giinstige Ver- 
suchsbedingungen, vor allem im Hinblick auf das Lésungsmittel fiir das 
Substrat und die Bewegung der Suspension wahrend des Versuchs. 
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Vers. 1. 0,10 g Desacetyl-Digilanid A, gelést in 40 cem 95°/,igem 
Alkohol, 40 cem Wasser, 4,5 g Digipurpidase tr. = '/,, Enzym blieben unter 
gelegentlichem Umschiitteln 20 Stunden bei 37° stehen. 

Vers. 2. 0,10 g Desacetyl-Digilanid A, suspendiert in 80 cem Wasser, 
452 = "V1 Enzym tr. blieben unter gelegentlichem Umschiitteln 20 Stunden 
bei 37° stehen. 

Vers. 3. Wie Vers. 1, aber 20 Stunden bei Zimmertemperatur kriftig 
geschiittelt. 

Vers. 4. Wie Vers. 2, aber 20 Stunden bei Zimmertemperatur kriftig 
ceschiittelt. 

Das verwendete Digipurpidasepriparat gab trotz der Vorextraktion 
noch eine geringe Menge reduzierender Substanzen an die Lésung ab, die 
im Blindversuch titriert und bei Errechnung der Glucosidspaltung in den 
Vers. 1—4 in Abzug gebracht wurden. 

Die von dem Enzym und den suspendierten Glucosiden abfiltrierte 
Lisung wurde auf 30 ccm im Vakuum eingeengt und die freigesetzte 
Glucose nach Fehling-Lehmann-Schoorl!') titriert. Die Spaltungs- 
gleichung fiir Desacetyl-Digilanid A (Purpureaglucosid A) liefert bei voll- 
stindiger Hydrolyse theoretisch 19,4°/, Glucose. Die Ergebnisse der vier 
Versuche sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt: 


Red.-Vermégen in ccm 


Desacetyl-Digilanid A 0,1 n-Thiosulfat Abbau 
in Blind- Haupt- in 
versuch | versuch 
1. 50°,igem Alkohol gelést..... 1,3 1,5 — 
2. Wasser suspendiert ....... 1,1 2,0 15 
3. 50% igem Alkohol gelést, geschiittelt 1,3 3,0 30 
4. Wasser suspendiert, geschiittelt . . 1,1 5,6 76 


In rein wiBrigem Medium ist bei kriftiger Bewegung der Suspension 
unter sonst gleichen Versuchsbedingungen der partielle Abbau des Gluco- 
sids am weitesten geférdert worden. 

In einer analogen Versuchsreihe mit Digilanid A und Digilanidase 
wurde auch fiir dieses Enzym gezeigt, daB Alkohol auf die enzymatische 
Umsetzung hemmend wirkt. 

Vers. 5. 0,10 g Digilanid A aufgeschliimmt in 150 cem Wasser, *'/,, En- 


zym fr., Toluol. 


Vers. 6 und 7. Gleicher Ansatz wie Vers. 5, aber mit 20- bzw. 
50°/,iger alkoholischer Liésung. 

Die Ansiitze, ebenso wie parallel gehende Blindversuche ohne Sub- 
stanzzusatz wurden in Glasstépselflaschen bei Zimmertemperatur 3 Tage 
geschiittelt. Die theoretische Ausbeute an Glucose bei vollstindiger Spal- 
tung von Digilanid A betriigt 18,6°/,. Das Reduktionsvermégen der Lésung 
in den Blindversuchen entsprach 0,9 ccm, im Hauptversuch 5 5,9 com, was, 
in Glucose ausgedriickt, 15,9 mg ‘oder einem 86°/, igen Abbau des Digi- 
lanids A entspricht. Im Versuch mit 20°/,igem Alkohol wurden dagegen 
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nur 62°/,, im Versuch mit 50°/,igem Alkohol nur 39°/, des Digilanids 4 
gespalten, 

Behandlung des Zellmaterials mit Enzymen und Elektrolyten. 
In Anlehnung an die Willstatterschen Arbeiten zur enzymatischen 
Loslésung von Enzymen aus Zellen') versuchten wir die Digipuryi- 
dase aus dem extrahierten Blattmaterial durch Einwirkung einer Carbo- 

hydrase und einer Proteinase in Liésung zu bringen. 

Vers. 8. 20 g Digipurpidase tr., 2 g Diastase absol. (Merck), 200 ccm 
Wasser, einige Tropfen Toluol, wurden unter gelegentlichem Umschiitteln 
8 Tage bei 35° gehalten. Wir filtrierten hierauf durch Tuch und priiften 
das Filtrat auf Digipurpidasewirkung: 

0,10 g Desacetyl-Digilanid A wurde in 180 cem des Filtrats suspendiert 
und mit 0,4 cem 5°/,iger Essigsiure versetzt. Nach Zusatz von einigen 
Tropfen Toluol wurde bei Zimmertemperatur 4 Tage geschiittelt. Infolge 
der durch die Diastase aus der Zellsubstanz in Freiheit gesetzten, redu- 
zierenden Substanzen muBte auf die Titration verzichtet werden. Die 
Glucosidspaltung konnte nur durch die priparative Verarbeitung untersucht 
werden’). Das Glucosid wurde mit 50°/,igem Alkohol aus dem Zellriick- 
stand erschépfend extrahiert und in Chloroform iibergefiihrt. Beim Heraus- 
waschen des Alkohols aus der Chloroformlésung fiel das in Chloroform 
aiuBerst schwer lésliche, unverinderte Desacetyl-Digilanid A aus, wihrend 
die Chloroformlésung, die das darin relativ leicht lésliche Digitoxin hiitte 
enthalten sollen, glucosidfrei war. 

Im Vers. 9 wurde unter sonst gleichen Bedingungen wie im Vers. § 
an Stelle der Diastase Papayotinum 1 : 100 (Merck) verwendet. Auch durch 
diese Behandlung ging kein glucosidspaltendes Enzym aus dem Zellmaterial 
in Loésung. 

Lésungen von Elektrolyten [verdiinnte Salzsiure *) oder sekundires 
Natriumphosphat*)], vermochten kein Enzym aus den Zellriickstinden heraus- 
zulésen. 

Vers. 10. 10 g Digipurpidase fr. wurden 15 Stunden mit 150 ccm 
0,1°/) iger Salzsiiure bei Zimmertemperatur digeriert. Nach der Filtration 
durch ein Faltenfilter, Neutralisieren mit Sodalésung und Einstellen mit 
verdiinnter Essigsiure auf schwach lackmussaure Reaktion priiften wir das 
Filtrat auf Digipurpidasewirkung: 

0,10 g Desacetyl-Digilanid A, fein gepulvert und aufgeschlimmt in 
150 ccm des Filtrates wurden nach Zusatz von einigen Tropfen Toluol 
3 Tage bei Raumtemperatur geschiittelt. Das Reduktionsvermégen des auf 
30 cem eingeengten Filtrates entsprach 2,0 ccm 0,1 n-Thiosulfatlésung. Der 
parallelgehende Blindversuch ohne Glucosidzusatz verbrauchte ebenfalls 
2,0 cem. 

Im Vers. 11, bei dem an Stelle der Salzsiure 1°/, ige Na,HPO,-Lésung 
unter sonst gleichen Bedingungen verwendet wurde, entsprach das Reduktions- 
vermégen des Hauptversuchs 1,7 ccm 0,1 n-Thiosulfat gegeniiber dem Ver- 
brauch im Blindversuch von 1,5 cem. 


1) Z. B. Diese Z. 209, 38 (1932). 

Beispielsweise nach der Vorschrift von A. Stoll u. W. Kreis, Helvet. 
chim. Acta 16, 1398/99 (1938). 

) R. Willstaitter u. M. Rohdewald, Diese Z. 208, 258 (1932). 

*) Dieselben, Diese Z. 209, 33 (1932). 
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Inaktivierung des Enzyms durch Erhitzen. Vers. 12. 2,5 g Digi- 
purpidase tr., wurden in 40 ccm Wasser aufgeschlimmt und blieben 20 Mi- 
nuten bei 98° stehen. Nach dem Abkiihlen wurden 0,10 g Desacetyl- 
Digilanid A zugesetzt und mit einigen Tropfen Toluol 2 Tage bei Zimmer- 
temperatur geschiittelt. Die Zunahme des Reduktionsvermégens gegeniiber 
einem parallel laufenden Blindversuch ohne Glucosidzusatz entsprach nur 


. 0,2 cem 0,1 n-Thiosulfatlésung. Das Enzym war demnach schon durch 


kurzes Erwirmen auf 98° vollstiindig inaktiviert worden. 

Vergleich der 3 Komponenten A, B und C auf enzymatische 
Angreifbarkeit. Da die hier untersuchten genuinen Glucoside den gleichen 
Zuckerrest und chemisch nur wenig verschiedene Aglucone besitzen, so 
waren gleichartige Ergebnisse bei den Versuchen des partiellen enzymatischen 
Abbaus zu erwarten. 

a) Enzymatische Zuckerabspaltung der Desacetyl-Digi- 
lanide A, B und C mit Digipurpidase. Vers. 13. 0,10 g Desacetyl- 
Digilanid A, in 40 cem Wasser aufgeschlimmt mit */,, Digipurpidase tr. und 
einigen Tropfen Toluol 48 Stunden bei Zimmertemperatur geschiittelt. 

Vers. 14 und 15. Wie Vers. 13, jedoch mit 0,10 g Desacetyl-Digilanid B 
bzw. 0,10 g Desacetyl-Digilanid C. Nach den in der theoretischen Ubersicht 
angegebenen Spaltungsgleichungen muBten bei vollstindigem Ubergang der 
angewandten Glucoside in solche der Digitoxinstufe bei der Komponente A 


— -19,4°%, bei B und C 19,1°/, Glucose abgespalten werden. Die Ergebnisse 
_ der Versuchsreihe, der eine solche von Blindversuchen parallel ging, sind 
_ in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Desacetyl- Red.-Vermégen in cem 0,1 n-Thiosulfat Abbau 

Digilanid Blindversuch | Hauptversuch in °/, 
A 0,3 | 3,4 50 
B 0,3 4,3 66 
C 0,3 2,5 36 


Der relativ niedere Abbauwert der Komponente C diirfte durch die 
geringere Léslichkeit dieses Substrates in wiBrigem Medium bedingt sein. 
b) Enzymatische Spaltung der Digilanide A, B und C mit 


 Digilanidase. Vers. 16. 0,10 g Digilanid A, aufgeschlimmt in 150 ccm 


Wasser und mit 7/,, Enzym tr. und einigen Tropfen Toluol 3 Tage bei 
Zimmertemperatur geschiittelt. 

Vers.17 und 18. Wie Vers. 16, aber mit 0,10 g Digilanid B bzw. Digilanid C. 

Bei vollstindiger enzymatischer Spaltung muBten nach den eingangs 
angegebenen Spaltungsgleichungen aus Digilanid A 18,6°/,, aus Digilanid B 
und C 18,3°/, Glucose aus den Digilaniden abgespalten werden. Die Versuchs- 
ergebnisse sind unter Beriicksichtigung des im parallel gehenden Blindversuch 
ermittelten Reduktionsvermégens in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Red.-Vermégen in cem 0,1 n-Thiosulfat Abbau 


Blindversuch | Hauptversuch in 


Digilanid 


A 8,0 6,9 66 | 
B 3,0 6,9 67 | 
C 3,0 | 6,3 56 
€ 
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Auch in dieser Versuchsreihe diirfte der etwas geringere Abbau der 
Komponente C auf ihrer geringen Léslichkeit in Wasser beruhen. 


Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration. Wie in der Einleitung 
bemerkt, ist das Enzymmaterial durch seine amphotere Natur weitgehend 
gepuffert, so daB relativ groBe Siure- und Alkalimengen notwendig sind, 
um das pq, das bei Aufschlimmungen der Enzympriparate in destilliertem 
Wasser nahe an 7 liegt, zu verindern. Die nachfolgenden Versuche zeigen, 
daB auch das pg-Optimum fiir die Enzymreaktion bei etwa 7 liegt. Enzym- 
versuche ohne Pufferzusatz verlaufen daher unter der annihernd giinstigsten 
Wasserstoffionenkonzentration. 

Die folgenden pg-Werte wurden mittels Phosphatpuffer nach Sérensen 
eingestellt und colorimetrisch kontrolliert. 

Vers. 19—23. 0,10 g Desacetyl-Digilanid A, suspendiert in 130 ccm 
Wasser, 20 cem Pufferlésung wurden mit '/,, Digipurpidase fr. und einigen 
Tropfen Toluol wihrend 24 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt und 
auf abgespaltene Glucose titriert. In gleichzeitig ausgefiihrten Blindversuchen 
wurde das Reduktionsvermégen bei Abwesenheit von Glucosid bestimmt 
und beriicksichtigt. Die Versuchsergebnisse sind in nachstehender Tabelle 
zusammengestellt, wobei zu bemerken ist, daB der Vers. 23 kein brauchbares 
Resultat lieferte, weil die Titration der Glucose infolge Dunkelfirbung der 
Lésung nicht exakt durchfithrbar war. 


Red.-Vermégen in ccm 

Nr PH 0,1 n-Thiosulfat —— 

Blindversuch | Hauptversuch 
19 5,0 0,3 3,2 47 
20 6,0 0,4 3,8 55 
ae 7,0 0,8 4,3 65 
22 7,5 0,3 4,2 63 
23 8,5 2,0 2,0 _— 


Vers. 24—28. 0,10 g Digilanid A, aufgeschlimmt in 130 cem Wasser 
und 20 cem Phosphatpuffer nach Sérensen wurden mit '/,, Digilanidase tr. 
und einigen Tropfen Toluol 24 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt. 
Die wie in der Versuchsreihe 19—23 ermittelten Ergebnisse sind in fol- 
gender Tabelle zusammengestellt, wobei wiederum der Versuch in alkalischer 
Lésung (28) versagte. 


Red.-Vermégen in ccm 
0,1 n-Thiosulfat Abbau 


Nr. PH in ° / 
Blindversuch | Hauptversuch 
24 5,0 0,6 3,1 42 
25 6,0 11 3.8 46 
26 7,0 13 4,4 52 
27 7,5 2,5 6,1 61 
28 8,5 2.7 | 2,7 io 


Das optimale py scheint bei der Digilanidase etwas iiber 7 zu liegen. 
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Kinetische Versuche. — a) Abhingigkeit der Digipurpidase- 
wirkung von der Reaktionszeit. Vers. 29—32. Je 0,10 g Desacetyl- 
Digilanid A, aufgeschlimmt in 80 ccm Wasser, wurden mit '/,, Enzym tr. 
und einigen Tropfen Toluol bei Zimmertemperatur ¢ Stunden geschiittelt 
und in Blindversuchen die Zunahme des Reduktionsvermégens der Lisung 
bei Abwesenheit von Glucosid bestimmt. Die Tabelle gibt die Versuchs- 
ergebnisse wieder und zeigt, daB das Verhiiltnis des abgebauten Glucosids 
zu der Quadratwurzel aus der Zeit ungefihr konstant bleibt. 


Red.-Vermégen in Abbau 

t 0,1 n-Thiosulfat 

Nr | Stand wall Ve 
| Blindversuch Hauptversuch =U 

29 2,5 0,5 2,7 35 22 
30 3,0 0,7 3,4 43 24 
31 6,0 1,1 4,4 54 22 
32 22,0 1,5 6,6 83 17 


b) Abhingigkeit der Enzymwirkung von der Enzymmenge 
Vers. 38. 0,10 g Desacetyl-Digilanid A, aufgeschlimmt in 100 cem Wasser, 
wurden mit '/,, Enzym tr. und einigen Tropfen Toluol 17 Stunden bei 
Zimmertemperatur geschiittelt. 

Vers. 84 und 35 wie Vers. 33, jedoch mit '/,, bzw. */,. Enzym tr. Aus 
der nachfolgenden Tabelle geht hervor, daB die Abbauwerte ungefihr 
proportional der Quadratwurzel aus der Enzymmenge wachsen. 


Red.-Vermégen in ccm Abbau 
Enzymmenge 0,1 n-Thiosulfat 0 
Nr. in °/, VE 
Blindversuch) Hauptversuch =u 
33 Vig (4) 0,9 4,4 56 28 
34 155 (2) 0,5 3,2 43 30 
35 Wi, (1) 0,3 2,1 29 29 


Die Abbauwerte der beiden kinetischen Versuchsreihen folgen un- 
gefiihr der Regel von Schiitz. 

Versuche mit Wechsel von Enzym und Substrat, Spezifitat der 
Enzyme. — a) Vergleich der Wirkung von Digipurpidase auf 
Digilanid A und auf Desacetyl-Digilanid A Vers. 36. 0,10 g Digi- 
lanid A, aufgeschlimmt in 150 cem Wasser, mit */,, Digipurpidase fr. und 
einigen Tropfen Toluol 2 Tage bei Raumtemperatur geschiittelt. 

Vers. 37 wie Vers. 36, jedoch mit Desacetyl-Digilanid A als Substrat. 

Ganz analog lieBen wir Digilanidase auf dieselben Substrate einwirken. 

Vers. 88. 0,10 g Digilanid A, aufgeschlimmt in 150 cem Wasser mit 
‘|,) Digilanidase fr. und einigen Tropfen Toluol 2 Tage geschiittelt. 

Vers. 39 wie 38, jedoch mit 0,10 g Desacetyl-Digilanid A. Die Er- 
gebnisse sind in folgender Tabelle zusammengestellt und zeigen, da8 unter 
vergleichbaren Bedingungen das Desacetyl-Digilanid-A bzw. das damit 
identische Purpureaglucosid A besser vom Purpureaenzym, das Digilanid A 
rascher von der Digilanidase gespalten wird. 
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Red.-Vermégen in ccm 
0,1 n-Thiosulfat 
Nr. Enzym Substrat 
Blind- Haupt- in °/, 
versuch | versuch 
36 1/,.-Digipurpidase | Digilanid A 0,2 1,5 22 
37 Desacety|l- 
Digilanid A 0,2 4,3 67 
38 1/.)-Digilanidase | Digilanid A 0,3 4,3 69 
39 Desacetyl- 
Digilanid A 0,3 3,3 48 


b) Versuch zur enzymatischen Spaltung der Digilanido- 
biose. Die bei der vorsichtigen, sauren Hydrolyse der Digilanide und der 
Desacetyl-Digilanide bzw. Purpureaglucoside A und B erhiltliche Biose 
setzt sich aus 1 Mol Digitoxose und 1 Mol Glucose zusammen’). Die 
Digilanidobiose 1aBt sich relativ leicht krystallisieren und hat in krystalli- 
sierter Form zu den nachfolgenden, freilich negativ verlaufenden Spaltungs- 
versuchen gedient. 

Vers. 46. 0,060 g Digilanidobiose in 100 cem Wasser gelist, blieben 
mit 5 g Digilanidase tr. und einigen Tropfen Toluol unter gelegentlichem 
Durchschiitteln 48 Stunden bei 35° stehen. Ein sonst gleicher Versuch 
wurde ohne Enzymzusatz und ein anderer bei Abwesenheit der Biose durch- 
gefiihrt. Es zeigte sich gegeniiber dem Eigenreduktionsvyermégen der Digi- 
lanidobiose, vermehrt um das Reduktionsvermégen im Blindversuch ohne 
Biose, keine Zunahme im eigentlichen Enzymversuch. Der etwas tiefere 
Reduktionswert des Hauptversuchs ist durch die Ungenauigkeit der Methode 
bedingt. 


Red.-Vermégen in ecm entspriiche 

0,1 n-Thiosulfat * mg Glucose 

Hauptversuch. .... 10,7 34,7 
Ohne Enzym..... 8,9 28,6 

Ohne Biose. ..... 2,6 8,1 36,7 

4 =— 2,0 


In einem zweiten Versuch mit Digilanidobiose und Digipurpidase er- 
folgte der Ausschlag innerhalb der Fehlergrenze des Versuchs nach der 
entgegengesetzten Seite. 

Vers. 41. 0,070 g Digilanidobiose, gelést in 40 cem Wasser und mit 
2g Digipurpidase tr. und einigen Tropfen Toluol 24 Stunden bei Raun- 
temperatur geschiittelt und verglichen mit einem Ansatz, bei dem die Digi- 
purpidase, und einem solchen, bei dem die Digilanidobiose weggelassen 
worden war. Das Reduktionsvermégen des Versuchsansatzes hatte unter 
Beriicksichtigung des Eigenreduktionsvermégens der Digilanidobiose unter 
der Einwirkung des Enzyms nicht zugenommen; die Bindung zwischen 
Digitoxose und Glucose war intakt ‘geblieben. 


1) Helvet. chim. Acta 16, 1071 (1933). 
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Uber glucosidspaltende Enzyme der Digitalisblitter. 968 
Red.-Vermégen in cem Entspriiche 
0,1 n-Thiosulfat mg Glucose 
Hauptversuch. .... 9,4 - 30,2 
Ohne Enzym..... 7,8 24,9 
Qhne Biose. ..... 1,2 3,8 28,7 
A=+4+1,5 


C. Einwirkung der Digitalisenzyme auf Scillaren A. — a) Spal- 
tung von Scillaren A mit Digipurpidase. Vers. 42. 0,10 g Scillaren A, 
aufgeschliimmt in 50 cem Wasser, mit 2g Digipurpidase tr. und einigen 
Tropfen Toluol wihrend 2 Tagen bei Zimmertemperatur geschiittelt. Unter 
gleichen Bedingungen lief ein Versuch ohne Glucosidzusatz. Die Differenz 
im Reduktionsvermégen der Liésung entsprach 2,9 cem 0,1 n-Thiosulfatlésung, 
woraus sich der Abbau von Scillaren A auf 35°/, errechnet?’). 


b) Spaltung von Scillaren A mit Digilanidase. Vers. 43. 
0,10 g Scillaren A, aufgeschlimmt in 150ccm Wasser, wurden mit 10g 
Digilanidase tr. und einigen Tropfen Toluol wihrend 3 Tagen bei Zimmer- 
temperatur geschiittelt. Die Zunahme des Reduktionsvermégens der wiif- 
rigen Liésung gegentiber einem Blindversuch entsprach 1,7 cem 0,1 n-Thio- 
sulfatlisung, woraus sich ein Glucosidabbau von 21°/, errechnet. In An- 
betracht der langen Versuchsdauer ist die Spaltung nicht sehr bedeutend, 
yor allem nicht im Vergleich zu der Wirkung der Digilanidase auf die 
Digilanide. DaB aber unter der Wirkung des Digitalisenzyms Scillaren tat- 
siichlich in Proscillaridin A und Glucose gespalten wird, zeigt der folgende 
priparative 

Vers. 44. 0,50 g Scillaren A, aufgeschliimmt in 500 cem Wasser, wurden 
mit 50 g Digipurpidase tr. und etwas Toluol 3 Tage lang bei Zimmer- 
temperatur geschiittelt. Darauf wurde die Suspension iiber einer Talkschicht 
auf der Nutsche durch Filtration gesammelt und mit wenig Wasser ge- 
waschen. Da Proscillaridin A in Wasser praktisch unldéslich ist, so verliert 
man bei dieser Arbeitsweise nur unbedeutende Mengen Glucosid, auch 
wenn man die wiBrigen Lésungen verwirft. Der Nutschenriickstand wurde 
hierauf 2 mal mit je 200 ccm Aceton extrahiert. Nach dem Eindampfen der 
Glucosidlésung zur Trockne, léste man den Riickstand in 200 ccm Methyl- 
alkohol, versetzte mit einer feinen Suspension von 1 g Bleihydroxyd in 
200 eem Wasser, riihrte wihrend 1 Stunde um und filtrierte die Fiillung 


1) Vgl. dazu Diese Z. 222, 24, 26 (1933). In dieser iilteren Enzym- 
arbeit ,,Uber Scillarenase“ hatten wir den Spaltungsgleichungen und Be- 
rechnungen die Bruttoformel C,,H,.0, fiir Scillaridin A zugrunde gelegt. 
Nach unseren neuesten analytischen Untersuchungen ist die Formel fiir 
Scillaridin A und daher auch fiir seine Abkémmlinge und Glucoside um 
CH, iirmer zu schreiben, wie wir schon in unserer 11. Mitteilung iiber 
Herzglucoside [Helvet. chim. Acta 18, 644 (1935)] in Erwigung zogen und 
in unserer 13. Mitteilung iiber Herzglucoside (Helvet. chim. Acta, Okt. 19385) 
analytisch belegen werden. Die richtige Bruttoformel fiir Scillaridin A 
lautet 

18* 


| 

2 

18 

ido- 

der 

Biose 
Die 

talli- 

ID 

eben 

them 

such | 

irch- 

Di gi- 

ohne 

efere | 

hode | 


964 Stollu. Mitarb., Uber glucosidspaltende Enzyme der Digitalisblatter, 


durch eine Talkschicht. Das so von gerbstoffartigen Produkten befreite 
Filtrat wurde bei 45° auf das halbe Volumen eingeengt, wobei sich eine 
fast farblose Substanz ausschied, die nun in 50 cem Chloroform aufgenommen 
wurde. Nach Filtration und Eindampfen der Chloroformlésung im Vakuum 
zur Trockne krystallisierte das Glucosid beim Lésen in wenig Alkohol 
sofort aus. Es wurde noch 2mal aus Methylalkohol umkrystallisiert und 
schlieBlich als schénes Priparat von Proscillaridin A in typischen Krystall- 
klétzen erhalten. Die Ausbeute an diesem analysenreinen Priiparat betrug 
0,19 g oder 49,6°/, d. Th. Die Bestimmung des Aglucongehaltes durch die 
saure Hydrolyse bestitigte das Vorliegen von reinem Proscillaridin A. 

Scillaridinbestimmung'): 0,1900g im Hochvakuum getrocknete Sub. 
stanz gab 0,1330g Scillaridin A nach folgender Gleichung: 


Proscillaridin Scillaridin A Rhamnose 
Ber. 69,0°/,  Gef. 70,0%/,. 
Analoge Versuche zur Spaltung von Digilanid und Desacetyl-Digi- 
lanid A in wéBriger Suspension oder in wiBriger alkoholischer Lisung mit 


sehr aktiven Scillarenasepriiparaten lieben keine nachweisbaren Mengen 
freigesetzter Glucose erkennen *). 


1) 1. Mitteilung iiber Herzglucoside, Helvet. chim. Acta 16, 731 (1933). 
*) Diese Z. 222, 30, 37, 38 (1933). 
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Die Umwandlung der Acetessigséure durch Methylglyoxal. 
V. Mitteilung. Versuche mit ,,Ketol“ an iiberiebenden Organschnitten. 


Von 


Richard Stéhr. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1935.) 


In Fortsetzung unserer Untersuchungen’) iiber das physio- 
logische Verhalten des Ketols CH,-CO-CHOH-CH,-CO.CH,%), in 
dem wir ein Zwischenprodukt bei der Umwandlung von Fett in 
Kohlenhydrat im tierischen Organismus vermuten, berichten wir 
in der vorliegenden Mitteilung iiber Atmungsversuche an iiber- 
lebenden Organschnitten (Leber, Niere und Zwerchfell). Die Ver- 
suche, die mit Ketol-haltiger Ringer-Phosphatlésung in der War- 
burg-Apparatur durchgefiihrt wurden, ergaben, daB das Ketol in 
einer Konzentration von 0,5, 1, 2 und 4 mg pro ccm (etwa 
Molar) bei diesen Organen keine Atmungssteigerung 
hervorruft, sondern vielmehr atmungshemmend wirkt. Dagegen 
zeigte die Aufarbeitung der Versuchsansiitze, daB das Ketol im 
Leber- und Nierenversuch verschwindet, nicht aber im Zwerch- 
fellversuch. Allerdings war bei héheren Konzentrationen keine 
Abnahme des Ketols feststellbar, was offensichtlich mit den toxischen 
Kigenschaften des Ketols bei héheren Konzentrationen zusammen~ 
hingt. 

Stoffe, die im Intermediirstoffwechsel als Zwischenprodukte 
auftreten, miissen bei Versuchen an iiberlebenden Organen keineswegs 
immer atmungsteigernd wirken. So vermehren z. B. Glucose’*) 
und Glycerinaldehyd4) die Sauerstoffaufnahme von Gewebsschnitten 
nicht, wohl aber Milchsiiure und Brenztraubensiure®). Was nun 
die beobachtete Atmungshemmung betriflt, so diirfte sie vielleicht 
auf die schon bei geringen Konzentrationen aiftretenden toxischen 
Kigenschaften des Ketols zuriickzufiihren sein, die wir auch seiner- 
zeit bei unseren Fiitterungsversuchen') feststellen konnten. Bei 
jenen Versuchen war eine weitgehende Ubereinstimmung im Ver- 
halten des Ketols und des Methylglyoxals nachweisbar)®), was 
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die Veranlassung war, in Analogie zu fritheren in vitro-Versuchen®, 
bei der Glykogenbildung aus Ketol einen Zerfall desselben in 
2 Dreier-Kohlenstoffketten (Methylglyoxal?) in Erwiigung zu ziehen, 
Da nun Methylglyoxal toxisch wirkt®) und nach Kisch’) in Konzen- 
trationen, wie wir sie beim Ketol verwendet haben, die Atmung 
von Leber- und Nierenschnitten hemmt, so wiirde das eben mit- 
geteilte Verhalten des Ketols miéglicherweise cine Erklarung finden. 

Wesentlich erscheint uns der Befund, daB bei Versuchen mit 
0,5 mg Ketol letzteres im Leber- und Nierenversuch ,,verschwindet*, 
Gegen eine im Vordergrund stehende Totaloxydation, bei der pro 
Molekiil Ketol 7 Molekiile Sauerstoff benétigt wiirden, sprechen 


die Atmungsversuche, da dieselben keine Zunahme der Atmung | 


erkennen lieBen. Uber das Schicksal des Ketols im Nierenversuch 
kénnen wir nichts aussagen. Neuere Arbeiten von Krebs§) und 
Schuler und Reindel®) zeigen aber, daB der Niere im Inter- 
mediarstoffwechsel wichtige Funktionen bei der Umwandlung von 
Abbauprodukten und bei synthetischen Prozessen zukommen 
kénnen. Beziiglich der Leberversuche ist insofern eine Deutung 
zulissig, da der wiederholt von uns bestatigte Befund vorliegt, 
daB das Ketol im Fiitterungsversuch das Leberglykogen ver- 
mehrt?). Der Ubergang von Ketol in Kohlenhydrat setzt allerdings 
eine geringfiigige Aufnahme von Sauerstoff voraus — summen- 
maBig betrachtet — pro Molekiil Ketol ein Molekiil Sauerstoff 


betrigt: HO und 0, 


C,H, > (C,H,,0, bzw. 2C,H,0;. 
Ketol Kohlenhydrat 2Triosen 


Eine Aufnahme von Sauerstoff war aber bei unseren Ver- 
suchen nicht nachweisbar. Die Ursache dafir liegt vielleicht 
darin, daB die abgelesenen Werte iiber den Sauerstoffverbrauch 
die Resultierende von zwei getrennten, nebeneinander verlaufenden 
Vorgiingen darstellen, nimlich der Atmungshemmung durch die 
toxischen EKigenschaften des Ketols und der geringen Mebraufnahme 
von Sauerstoff, die fiir die Uberfiithrung von Ketol in Kohlenhydrat 
notwendig ist. Bei diesen beiden Vorgingen iiberlagert beziiglich 
seiner GréBenordnung der erstere den zweiten, weshalb nach 
auBen nur die Atmungshemmung zum Ausdruck kommt. Der 
Glykogengehalt der Leber scheint fiir das Verschwinden des 
Ketols ohne KinfluB zu sein. Die negativen Befunde am Zwerch- 
fell — soweit die Zahl der Versuche einen Schlu8 zulaBt — 
weisen darauf hin, daB von den 3 untersuchten Organen nur die 
Leber und die Niere fiir eine Umsetzung des Ketols in Frage 
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kommen. In diesem Zusammenhange sei auch erwihnt, daB bei 
Fiitterungsversuchen mit Ketol keine Zunahme des Muskelglykogens 
beobachtet werden konnte). Das Ausbleiben eines Verschwindens 
des Ketols bei gréBeren Konzentrationen im Leber- und Nieren- 
yersuch steht offensichtlich mit den eingangs erwihnten toxischen 
Kigenschaften des Ketols in Beziehung. Letztere Befunde, sowie 
die wechselnden Mengen des verschwundenen Ketols sind unseres 
Erachtens auch ein Beweis, daB es sich bei der Abnahme des 
Ketols nicht um Absorptionsvorgiinge an den betreffenden Gewebs- 
schnitten handeln kann. Die Tabellen I und II des experimen- 
tellen Teiles geben die Versuche wieder. | 


Beschreibung der Versuche. 


1. Methodik. Die Atmungsversuche wurden in der Warburg- Appa- 
ratur in O,-Atmosphire bei 38° durchgefiihrt; Versuchsfliissigkeit: 2,8 cem 
Ringer-Phosphatlésung nach Krebs"), Einsatz: 0,2 cem NaOH. Die ab- 
gewogene Ketolmenge wurde unter sechwachem Erwirmen in etwa '/,—1 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung gelést und mit Ringer-Phosphatlésung bis 
auf die gewiinschte Konzentration von 0,5, 1, 2 und 4mg Ketol pro cem 
verdinnt (Endvolumen im allgemeinen 20—30 ccm). Die Dicke der Leber- 
und Nierenschnitte betrug 0,2—0,4 mm; fiir ihre Herstellung wurden immer 
frische Organe verwendet. Die Zwerchfellversuche wurden mit Zwerchfell- 
stiicken ganz junger Ratten durchgefiihrt. Fiir die Leberversuche hatte 
ein Teil der Versuchstiere vorher 24 Stunden gefastet (Hungertiere); der 
Glykogengehalt, in einem Teil der Leber bestimmt, lag durchschnittlich 
unter 0,1 g-’/) pro 100 g Leber. Der andere Teil der Versuchstiere wurde 
vorher ausgiebig gefiittert und etwa 4—5 Stunden spiiter getétet (Normal- 
tiere). Der Glykogengehalt der Leber war bei diesen Ratten sehr hoch. 
Da aber die Herstellung der Schnitte doch eine gewisse Zeit beanspruchte, 
so ist mit einer betriichtlichen Abnahme des Leberglykogens immerhin zu 
rechnen. Bei jenen Versuchsansiitzen, in denen auf eine Abnahme des 
Ketols sepriift wurde, wurden die betreffenden Organschnitte, um eine 
Verdiinnung der Versuchslésung durch die feuchten Schnitte zu vermeiden, 
vorher fiir einige Minuten in einem gréBeren Volumen der Ketollésung von 
derselben Konzentration vorgebadet und dann erst in die VersuchsgefiBe 
iibertragen. Bei den Atmungsversuchen wurden in der Regel 1—3 Schnitte 
pro GefiB verwendet, zur Bestimmung der Ketolabnahme aber immer Ver- 
suche mit 8, manchmal sogar mit 6 Schnitten angesetzt. Die Ketol-haltige 
Ringer-Phosphatlésung wurde vorher mit Sauerstoff gesiittigt. Die Versuchs- 
dauer betrug bei stiindlicher Ablesung 3—6 Stunden (Atmungsversuche in 
Tab.I nur bis 4Stunden angefiihrt). Gasraum der VersuchsgefiiBe 14—16cem. 
Trocknen der Organschnitte im Trockenschrank bei 105° bis zur Gewichts- 
konstanz. 

Die Ketolbestimmung in den Versuchsansiitzen erfolgte nach unseren 
friiheren Angaben') durch Erhitzen gleicher Volumina der enteiweiBten 
Versuchslésung und des Phosphor-Molybdinsiiurereagens nach Folin-Wu 
und durch anschlieBende Titration der entstandenen Blaufiirbung mit 
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Tabelle I. 
EinfluB von Ketol auf die Atmung iiberlebender Organschnitte 
(Leber, Niere und Zwerchfell). 
Ketol | Abnahme (—) bzw. Zunahme (+) Gesamt-O,-Verbrauch - 
pro | d.Atmung gegeniiber d. Kontrollen pro mg Trockengewicht 
cem }|in emm pro mg Trockengewicht 
Ver- | Kon- | Diffe- Diff. 
mg | 1.Stde. | 2. Stde. | 3. Stde. 4 Stde.| such | trolle | renz jproStde— 0 
-f 0 
a) Leber (Hungertiere). 
0,5 | +0,90 | +1,89 | +2,10 | —0,18 | 43,28 | 38,52 | + 4,71 | 
0,5 | —0,76 | —0,20! —1,19 26,81 | 28,46 | — 215 | —0,72 
0,5 | —5,91 | —5,50 | —5,60 23,47 | 40,48 | 17,01 | —5,67 F 
0,5 | —1,09 | —1,62 | —2,16 18,05 | 22,92 | -- 4,87 | —1,62 § 
| Mittel —1,71 1 
1 —0,98 | —1,47 | —4,03 | —6,57 | 41,99 | 55,04 | —13,05 | —3,29 EF 
1 -1,76 | —1,76 | —1,86 | —1,86 | 34,86 | 42,10 | — 7,24 | —1,81 fF , 
Mittel —2,538 — 2 
2 —2,51 | —4,16 | —5,81 | —6,57 | 36,49 | 55,04 | 18,55 | —4,64 
2 —1,70 | —1,16 | —1,04 | —3,54 | 48,62 | 51,06 | — 7,44 | —1,86 
2 —2,27 | —2,27 | —2,88 | —3,13 | 31,55 | 42,10 | —10,55 | —2,64 4 
Mittel -—3,05 F 4 
4 | —1,86 | —0,83 | —1,51 | —6,42 | 44,92 | 55,04 | —10,12 | —2,53 
4 —0,08 | —1,58 | —2,36 | —4,24 |] 42,85 | 51,06 | — 8,21 | —2,05 
4 —1,85 2,51 | —2,84 | —5,00 | 38,86 | 51,06 | —12,20 | —3,05 
Mittel —2,54 
b) Leber (Normaltiere). 
0,5 | +0,08 | —0,58 | —1,66 | —1,41 | 26,46 | 30,08 | — 3,57 | —0,89 F 2 
0,5 | —0,88 | —2,11 | —1,88 22.79 | 27,61 | — 4,82 | —1,61 — 2 
Mittel —1,26 
1 —0,01 | —0,02 | +2,36 | —5,48 | 41,00 | 44,15 | — 3,15 | —0,79 Ff, 
1 +1,75 | —1,09 | —4,837 | —2,80 | 35,44 | 41,95 | — 6,51) —1,63 
1 +4,27 | +0,90 | —4,85 37,91 | 37,59 | + 0,382 | +0,11 lk 
n 
Mittel — 0,7 diint 
2 —2,52 | —2,52 | —0,83 | —5,76 | 32,52 | 44,15 | —11,63 | —2,91 Biie 
2 —2,35 | —2,35 | —5,87 | —3,80 | 28,58 | 41,95 | —13,37 | —3,34 JP Ent 
2 | +4,77 | +2,22 | —1,80 42,78 | 87,59 | + 5,19 | +1,73 [die 
Mittel —1,51 
tiber 
4 —2,37 | —2,37 | —1,44 | —5,67 | 32,30 | 44,15 | —11,85 | —2,96 Bist j 
4 —0,54 | —1,59 | —5,19 | —4,00 | 30,63 | 41,95 | —11,82 | —2,83 Bung, 
4 | +0,85 | —0,66 | —4,48 33,30 | 37,59 | — 4,29 | —1,43 
Mittel —2,41 Leb 
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Tabelle I (Fortsetzung). 


Ketol | Abnahme (—) bzw. Zunahme (+) Gesamt-O,-Verbrauch 
pro | d.Atmung gegeniiber d. Kontrollen pro mg Trockengewicht 
cem {in cmm pro mg Trockengewicht - 
: Ver- | Kon- | Diffe- | Diff. 
mg | 1.Stde. | 2.Stde. | 3.Stde.|4.Stde.] such | trolle | renz |proStde. 
c) Niere. 
0,5 | —4,84 | —4,64 | —2,91 | +0,33 | 73,77 | 85,83 | —12,06 | —3,01 
0,5 | +4,83 | +1,88 | —1,87 60,68 | 56,34 | + 434 11,45 
0.5 | —8,15 | —5,54 | —0,09 37,67 | 51,45 | —13,78 | — 4,59 
0.5 | +7,77 | +7,87 | —2,60 72,85 | 59,81 | +1304 | +435 
0,5 | —4,66 | —1,70 | —1,15 | +1,42 | 62,82 | 68,91 | — 609 | -1 ~1,52 
Mittel 0,66 
i 1 —0,44 | —1,02 | —0,60 58,08 55,14 | — 2,06 | —0,69 
1 | —0,55 | —1,08 | —2,20 38,47 | 42,80 | — 3,88 | —1,28 
1 —3,74 | —0,01 | +2,29 45,98 | 47,44 | — 1,46 | —0,49 
Mittel —0,82 
/2 | -1,82 | —0,72 | —0,84 64,37 | 67,75 | — 8,88 | —1,13 
/2 | —1,06 | —4,70 | —3,86 31,82 | 47,44 | —15,62 | —5,21 
| 41,45 | 40,17 | +1,54 | —1,37 | 60,12 | 58,33 | + 1,79 | +0,45 
Mittel — 1,96 
4 | —1,69 | —1,08 | —6,32 38,35 | 47,44 | — 9,09 | —3,03 
4 | +3,91 | —0,06 | +0,48 | —2,17 | 60,49 | 58,33 | + 2,16 | +0,54 
Mittel —1,25 
d) Zwerchfell. 
1 —1,14 | —2,33 | —2,51 | 32,81 | 39,05 | — 6,24 | —2,08 
1 | —0,31 | —1,48 | —0,89 19,80 | 22,48 | — 268 —0,89 
| Mittel —1,49 
2 —1,16 | —0,78 | —0,18 24,59 | 26,71 | — 2,12 | —0,71 
2 —2,29 | —4,27 | —4,75 16,89 | 28,20 | —11,31 | —8,77 
| | Mittel —2,24 


oo n-KMnO,-Lésung. Bei den Versuchen mit 0,5 mg Ketol pro cem wurden 
der Versuchslisung im 10cem-MeBkolben mit je 0,5 ccm Na-Wolframat 
‘und n-Schwefelsiure nach Folin-Wu enteiweiBt, und auf 10 ccm ver- 
diinnt, filtriert und 2 ccm Filtrat fiir die Bestimmung verwendet. 
die Ketolkonzentration 1 und 2 mg pro cem, dann verdiinnten wir bei der 


Betrug 


EnteiweiBung 1 ccm auf 10 und verwendeten yom Filtrat wieder 2 cem fiir 


die Bestimmung. Fir die Kontrollen verwendeten wir dieselben Ketol- 
lésungen wie bei den Versuchsansitzen und behandelten sie vollstindig 
iibereinstimmend. Die Sauerstoffaufnahme des Ketols durch Autoxydation 


ist in der gepufferten schwach alkalischen Lésung minimal und wurde bei 


‘unseren Versuchen vernachlissigt. 


2. Versuche. Die Ergebnisse der Atmungsversuche an iiberlebenden 


‘Leber-, Nieren- und Zwerchfellschnitten bei Gegenwart von Ketol in einer 


| 
ich 
icht 

Diff. 
pro Stde., 

+1,18 

—0,72 | 

—5,67 

— 1,62 

—1,71 

—1,81 § 

— 2,58 

—4,64 | 
— 1,86 
—2,64 

—3,05 

—2,53 

— 2,05 
— 8,05 

—2,54 
—0,89 
—1,61 | 
~1,25 | 
| 
~1,63 | 
+0,11 | 
~0,77 
| 
| 
+ 1,73 
| 
2,96 | 
| 


270 Richard Stéhr, 


Konzentration von 0,5, 1, 2 und 4 mg pro cem sind in Tab. I zusamme. 3 


gefaBt. Einzelne Versuche zeigten zwar bisweilen eine Atmungssteigerung 


doch gab der Mittelwert einer gréBeren Anzahl von Versuchen immer ein : 
Verminderung, so da8 dem Ketol im allgemeinen eine atmungshemmend 


Wirkung zugesprochen werden mub. Proportionales Ansteigen der Atmungs. 


hemmung mit steigenden Ketolkonzentrationen lieB sich nicht eindeuti; 


feststellen. Doch scheinen héhere Ketolkonzentrationen stirker in diese, 
Hinsicht zu wirken als kleine Mengen. Bei den Hungertieren kommt die 


Abnahme der Atmung etwas stiirker zum Ausdruck als wie bei den Normal-& 
tieren. Beziiglich der Durchschnittszahlen in den einzelnen Gruppen ver. F 


Tabelle IL. 


Abnahme des Ketols bei Versuchen an iiberlebenden Organschnitten 
(Leber, Niere und Zwerchfell). 


Versuchs- Abnahme de; 
Protokoll-| mg Ketol dauer ng 
in - ro Stde. u. 1 
Stunden | Versuch | Kontrolle 
a) Leber*. 
57 0,47 5 0,21 0,34 4,2 
58 0,43 6 0,26 0,31 2,0 
59 0,43 6 0,27 0,31 1,3 
61 0,53 6 0,31 0,38 1,7 
62 0,53 4 0,34 0,38 6,4 
63 0,50 3 0,29 0,36 10,1 
65 0,50 3 0,30 0,36 9,5 
66 0,54 4 0,28 0,39 6,7 
67 0,51 3 0,29 0,37 8,4 
Mittel 5,6 
68 1,00 5 0,35 0,36 2 (2) 
69 1,94 5 0,70 | 0,70 
b) Niere. 
57 0,47 5 0,27 0,34 3,6 
58 0,43 6 0,30 0,31 0,5 
60 0,53 6 0,28 0,38 2,6 
62 0,53 4 0,34 0,38 4,7 
63 0,50 3 0,32 0,36 7,2 
65 0,50 3 0,31 0,36 10,8 
66 0,54 4 0,27 0,39 23,0 
Mittel 7,5 
68 1,00 5 0,36 0,36 0 
69 1,94 5 0,70 0,70 0 
ce) Zwerchfell. 
5D 0,50 5 0,36 0,86 0 
56 0,51 5 0,37 0,37 0 
54 1,08 5 039 | 039 0 


* Protokollnummern 61, 62, 63, 65, 68 und 69 sind Hungertiere. 
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Die Umwandlung der Acetessigsiiure durch Methylglyoxal. 971 


 weisen wir auf Tab. I. Hierzu ist zu bemerken, daB siimtliche Zahlen sich 
- auf 1 mg trockne Organsubstanz beziehen. Die in den einzelnen Versuchs- 
 zeiten eingesetzten Werte stellen die Abweichungen von den Kontrollen 


dar. Hierbei ist Atmungshemmung mit einem negativen Vorzeichen, 
Atmungssteigerung mit einem positiven Vorzeichen gekennzeichnet. Ferner 
sind in der Tabelle enthalten: die Ketolkonzentration der Versuchslésung, 
die Gesamtaufnahme von Sauerstoff bei den Versuchen und den Kontrollen 
am Ende des Versuches (maximal 4 Stunden) und die Differenz von diesen 
beiden Zahlen. Fiir Vergleichszwecke wurde ferner noch die Differenz pro 
Stunde (Durchschnitt), sowie deren Mittelwert bei den einzeJnen Gruppen 
berechnet. 

Tab. II enthalt die Versuchsansitze, in denen der Ketolschwund be- 
stimmt worden ist. (Ketolkonzentration rund 0,5, 1 und 2 mg pro cem.) Die 
in der Tabelle eingesetzten cem '*/,9). n-KMnQ,-Lésung geben die jeweils 
pendtigten Mengen KMnQ, in Kubikzentimeter an, welche verbraucht worden 
sind, um die beim Erhitzen von 2 cem eiweiBfreien Filtrat mit 2 cem 
Folin- Wu-Reagens entstandene Blaufirbung zum Verschwinden zu bringen. 
Ferner enthilt die Tabelle die bei jedem Versuch durchschnittlich pro 
Stunde umgesetzte Menge Ketol in Milligramm, bezogen auf ein Gramm 
trockene Organsubstanz. 

Zusammenfassung. 

Es wurde mit Hilfe der Warburgschen Apparatur der Ein- 
fluB des Henzeschen Ketols, in dem wir ein Zwischenprodukt 
bei der Umwandlung von Fett in Kohlenhydrat vermuten, auf iiber- 
lebende Organschnitte (Leber, Niere und Zwerchfell von Ratten) 
untersucht. Hierbei wirkten Ketolkonzentrationen von 0,5, 1, 2 
und 4 mg pro cem (}/,,,—1/,,molar) im allgemeinen atmungs- 
hemmend, was mit den toxischen Eigenschaften des Ketols bei 
héherer Konzentration in Beziehung gebracht wurde. 

Die Aufarbeitung der Versuchsansiitze mit 0,5mg Ketol pro ccm 
ergab eine deutliche Abnahme des Ketols bei den Leber- und Nieren- 
versuchen, nicht aber beim Zwerchfell. Bei héheren Ketolkonzen- 
trationen blieb dieselbe auch in der Leber und in der Niere aus. 

Das Schicksal des verschwundenen Ketols wurde unter Be- 
riicksichtigung der Atmungsversuche diskutiert und mit den friiheren 
Untersuchungen iiber das physiologische Verhalten des Ketols im 
tierischen Organismus in Beziehung gebracht. 
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1. R.Stéhr u. M. Henze, Diese Z. 206, 1 (1932); 212, 111 (1932). 
2. M. Henze, Diese Z. 189, 121 (1930); 195, 248 (1931); M. Henze u. 

R. Miiller, Diese Z. 193, 88 (1930); 214, 281 (1933). 
3. F. Dickens u. G. D. Greville, Biochemic. J. 27, 832 (1933). 
4. B. Mendel, Klin. Wschr. 8, 169 (1929). 
5. O. Meyerhof, K. Lohmann u. R. Meier, Biochem. Z. 157, 459 (1925). 
6. R. Stéhr, Diese Z. 206, 15 (1932); 212, 85, 98 (1932). 
7. B. Kiseh, Biochem. Z. 253, 373 (1932). 
8. H. A. Krebs, Klin. Wschr. 11, 1744 (1932); Diese Z. 217, 191 (1933). 
9 W.Schuler u. W. Reindel, Diese Z. 221, 209, 232 (1933); 254, 63 (1933). 
10. H. A. Krebs, Diese Z. 217, 191 (1933). 


; 
H 


272 


Bemerkung zu der Arbeit 
von J. Marek, 0. Wellmann und L. Urbanyi: 
» Weitere Untersuchungen iiber den chemischen Aufbau 
der Knochensalze“ °). 


Von 


Robert Klement. 


(Aus dem Institut fiir anorganische Chemie der Universitat Frankfurt a. Main.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juli 1935.) 


Die oben angefiihrte Veréffentlichung von J. Marek, O. Wellmann 
und L. Urbanyi veranlaBt mich, folgendermaBen dazu Stellung zu nehmen: 

1. Die in meiner Bemerkung’) auf eine friihere Veréffentlichung der- 
selben Verff.*) iiber den gleichen Gegenstand gemachten Ausfiihrungen 
halte ich in vollem Umfange aufrecht. 

2. Obwohl ich in dieser Bemerkung*) auf S. 23 bereits angedeutet 
habe, daB auch der v6llig unbehandelte Knochen das Réntgen- 
diagramm des Hydroxylapatits liefert, weise ich hier nochmals nach- 
driicklich auf die Arbeit von H. Méller und G. Trémel4) hin, die gezeigt 
haben, daB Knochen, Zahnbein und gepulverter Zahnschmelz deutlich das 
Diagramm des Hydroxylapatits ergeben, das unverkennbar verschie- 
den ist von dem des Tricalciumphosphats. 

3. Bei der heterogenen Zusammensetzung der anorganischen Knochen- 
substanz kénnen durch analytische Untersuchungen allein keine 


bindenden Aussagen gemacht werden, wie dies die Verff. tun. Gerade in | 


diesem besonderen Falle bietet die Aufnahme von Réntgendia- 


grammen die einzig sichere Beweisfiihrung. Selbst wenn die durch | 


die Verff. analytisch festgestellten Anderungen im Verhiltnis Ca: P bei der 


Behandlung des Knochens mit Chemikalien richtig sind, die ich nicht ge- | 
funden habe‘), so hatte die nicht vorgenommene réntgenographische Priifung 


zeigen miissen, dab, wenn iiberhaupt, so keine wesentliche Verinderung des 
Hydroxylapatits eingetreten ist. 

4. Die von den Verff. durchgefiihrten Modellversuche mit ,,Calcium 
phosphoricum tribasicum (Kahlbaum)“ sind yon vornherein als falsch anzu- 
sehen, da dieser im Handel befindliche Stoff gar kein Tricalciumphosphat 
sondern verunreinigter Hydroxylapatit ist, der allerdings analytisch 
etwa die Zusammensetzung des Tricalciumphosphats aufweist, aber das 
Réntgendiagramm des Hydroxylapatits liefert®). 

Zur Klarung der Kohlensiurebindung und -verteilung im Knochen 
sind seit einiger Zeit Versuche meinerseits im Gange, nachdem zuvor die 
Rolle des Magnesiums und des Fluors im Knochen geklirt worden ist’). 
Uber alle Fragen, die teils bereits fertig bearbeitet, teils noch in Arbeit 
sind, wird spiter im Zusammenhang ausfiihrlich berichtet werden. 


Literatur. 
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Bemerkungen zu dem Problem des Rest-Kohlenstoffes 
im Blute, sowie zu der Arbeit von Viktor Ruppert: 
yZur Mikromethodik der biologischen Kohlenstoffbestimmung, 
insbesondere des Rest-Kohlenstoffes im Blute.“ 


[Diese Zeitschrift 281, 213 (1935)]. 


Von 


W. Stepp. 


(Aus der I. Medizinischen Universititsklinik Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1935.) 


In der oben genannten Arbeit behauptet Herr Ruppert, ich sowohl, 
wie die iibrigen Bearbeiter des Rest-Kohlenstoffproblems, hitten den Um- 
stand, daB bei der Phosphorwolframsiurefillung die Fette und Lipoide 
mitgerissen wiirden, véllig vernachlissigt. Ich weiB nicht, was Herr Rup- 
pert mit dieser Bemerkung meint. Wenn er meine Arbeiten zum Rest- 
Kohlenstoffproblem gelesen hat (was ich glaube annehmen zu miissen, ob- 
wohl er nur meine kleine Arbeit mit Sauer zitiert, die iibrigen jedoch 
nicht nenat), hatte er sich davon tiberzeugen miissen, da8 schon in meiner 
ersten Arbeit zur Rest-Kohlenstoffrage [diese Z. 97, 213 (1916)] auf S. 214 
ausfiihrlich erértert worden ist, welche Substanzen durch Phosphorwolfram- 
siure niedergerissen werden, des weiteren, da8 ich den direkten Beweis da- 
fiir erbracht habe, daB in dem Filtrat nach Phosphorwolframsiuref illung 
weder Cholesterin noch Phosphatide nachweisbar sind (ebenda S. 214). 

Auch in meiner spiteren zusammenfassenden Darstellung ,,Der Rest- 
Kohlenstoff des Blutes und seine Bedeutung fiir Physiologie und Patho- 
logie“ [Ergebnisse der Physiologie 19, 290')] ist dieser Punkt noch einmal 
ausfiihrlich besprochen, der iibrigens schon in der unter Leitung yon 
Franz Hofmeister ausgefiihrten Arbeit von Mancini beriihrt wurde; 
dort steht nimlich zu lesen: ,,Ferner ist zu bedenken, daB der erzeugte 
Niederschlag neben EiweiB allie in Wasser unléslichen, wahrscheinlich auch 
die in kolloidaler Suspension befindlichen Substanzen mit niederreiBt.‘ 
Aber auch an anderer Stelle ist die Frage, welche Substanzen durch Phos- 
phorwolframsiure gefallt werden, klar und eindeutig besprochen worden, 
so in meiner Ubersichtsdarstellung in der Miinch. med. Wschr. 1919, 
Nr. 28, 771, des weiteren auch in der von Ruppert zitierten Habilitations- 
arbeit meinen Schiilers Imhiuser und schlieBlich von meinem Mitarbeiter 


1) Hier sind iibrigens meine simtlichen auf den Rest-Kohlenstoff be- 
ziiglichen, bis 1921 erschienenen Arbeiten zitiert. 
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Voit in seiner Arbeit iiber das Verhalten des Rest-Kohlenstoffes be; 
malignen Tumoren [Z. klin. Med. 26, 280 (1933)). 

Uber diese Richtigstellung hinaus veranlassen mich indessen die Aus. 
fiihrungen des Herrn Ruppert zu einigen weiteren Bemerkungen. Herr 
Ruppert meint, daB der Begriff des Rest-Kohlenstoffes bisher nicht streng 
genug gefaBt sei und bemiiht sich, ihm einen neuen Inhalt zu geben. Ey 
schreibt: ,,Wenn unter R. N alle stickstoffhaltigen Bestandteile des Blutes, 
soweit sie nicht den EiweiBkérpern angehéren, verstanden werden, so sollte 
logischerweise unter R. C die Summe aller C-Triiger begriffen werden, die 
nicht eiweiBartiger Natur sind. Die bisher iiblichen Fallungsmethoden sind 
dieser logischen Forderung nicht gerecht geworden.“ Dazu ist zu bemerken, 
daB sicherlich auch bei den EnteiweiBungsmethoden, wie sie zur Bestimmung 
des R.N angewendet werden, die Lipoide mit ausgefallt werden. Ich 
gebe gerne zu, dab die Verluste fiir den Rest-Stickstoft, die dadurch ent- 
stehen, daB die Phosphatide, vielleicht Cerobroside usw. im Filtrat nicht 
enthalten sind, nicht sehr erheblich ins Gewicht fallen, weil hier im Molekiil 
der Stickstoff quantitativ ganz zuriicktritt (beim Cerebron beispielsweise 
kommt nur ein Stickstoffatom auf 48 Kohlenstoffatome), aber in pathologi- 
schen Zustiinden kénnte sich das nicht unwesentlich andern. Grundsiitzlich 
jedenfalls liegen die Verhiltnisse beim Rest-Stickstoff nicht anders als beim 
Rest-Kohlenstoff. Mir scheint, daB eine Methode, die der idealen Forderung 
nach Erfassung aller dem Eiwei8 nicht angehérenden kohlenstoffhaltigen 
Verbindungen geniigt, keinen wirklichen Fortschritt bedeutet. Denn die 
Ermittlung des Rest-Kohlenstoffes kann ja nie Selbstzweck sein. Als Hof- 
meister seinerzeit die Frage des Rest-Kohlenstoffes in Analogie zum Rest- 
Stickstoff aufwarf, geschah das in dem Wunsche, auf dem Wege einer 
summarischen Bestimmung des Kohlenstoffes im Blute nach Entfernung der 
Eiweibkorper zunichst einen gewissen quantitativen Einblick in das Ver- 
halten kohlenstoffhaltiger Verbindungen zu erhalten, die man bisher im 
einzelnen nicht fassen konnte; mit der Anwendung einer einfachen Methodik 
war die Ausschaltung gewisser Stoffe, wie der kolloidal-suspendierten und 
der iitherléslichen Substanzen, hier ebenso gegeben, wie bei der Bestimmung 
des Rest-Stickstoffes. Zu jener Zeit gab es nur wenig organische Stoffe, 
die direkt mit Sicherheit bestimmt werden konnten, wie Traubenzucker, 
Milchsiiure, Acetonkérper usw. Man konnte hoffen, daB es im Laufe der 
Zeit der Analytik gelingen wiirde, den summarisch erhaltenen Kohlenstoft- 
wert durch quantitative Bestimmung der an seinem Aufbau _beteiligten 
Einzelverbindungen weitgehend aufzuteilen und so dem Ziele einer voll- 
stiindigen Erfassung aller im Blute anwesenden organischen Stoffe immer 
niher zu kommen. Am Beispiel des Rest-Stickstoffes laBt sich der analoge 
Vorgang ja sehr klar verfolgen. Auch die Ermittlung des Rest-Stick- 
stoffes ist nur Mittel zum Zweck. Je besser und vollstiindiger wir die 
stickstoffhaltigen Substanzen des Blutes zu erfassen vermégen, um so tiefer 
wird der Einblick werden, den wir in die Vorgiinge des intermediiiren 
Stoffwechsels tun. Mit der Feststellung eines hohen Rest-Stickstoffes an 
sich ist uns heute nicht sehr viel geholfen. Wir wollen vielmehr wissen, 
welche Substanzen es sind, die den Rest-Stickstoff in die Héhe treiben. 
Es ist durchaus nicht gleichgiiltig, ob die Harnstoffquote allein erhéht ist, 
oder ob hohe Harnsiiure-, Kreatinin- und Aminosiiurewerte gefunden werden 
bei erhéhten, normalen oder gar verminderten Harnstoffzahlen. Ich glaube, 
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niemand wird auf den Gedanken kommen, eine neue Methode des Rest- 
Stickstoffes auszuarbeiten, um den itherléslichen N mitzubestimmen. Es 
ist deshalb gar nicht zu verstehen, welchen Nutzen es haben sollte, etwa 
die Phosphatide und das Cholesterin, héhere Fettsiuren und dergl. in den 
Rest-Kohlenstoff mit einzubeziehen. Ich wiirde das fiir einen bedauerlichen 
Riicksehritt halten. In all den Fallen, in denen es mir darauf ankommt, 
einen Einblick in den intermediidren Stoffwechsel zu erhalten, muB ich ver- 
suchen, alle bekannten Stoffe quantitativ zu erfassen. Eine gewisse Orien- 
tierung erlaubt die Ermittlung des Rest-Stickstoffes und des Rest-Kohlen- 
stoffes. Auch die zahlreichen notwendigen Einzelbestimmungen vermégen 
diese summarischen Bestimmungen nicht zu ersetzen. In sehr vielen Fillen 
interessiert in besonders hohem Mabe das Verhalten der Lipoide. Anstatt 
eine Methode der Rest-Kohlenstoffbestimmung zu verwenden, die den iither- 
lislichen Kohlenstoff mit erfaBt, ist es doch unzweifelhaft viel niitzlicher, 
das Cholesterin, die Phosphatide und andere fettlésliche Kérper direkt zu 
bestimmen. Entsprechend brauchbare Methoden liegen in gut ausgearbeiteter 


vor. 


Somit kann in dem Versuche des Herrn Ruppert, den Begriff des 
Rest-Kohlenstoffes neu zu fassen, keinerlei Fortschritt erblickt werden, ich 
nichte im Gegenteil glauben, daB durch das Bestreben, in ihn den Kohlen- 
stoff der Lipoide einzugliedern, Verwirrung geschaffen wird, nachdem nun 
seit tiber 20 Jahren die Nicht-Eiweib-Kolloide und die in Fettlésungs- 
mitten léslichen organischen Stoffe bei der Aufteilung des Rest-Kohlen- 
stoffes auBer Betracht gelassen wurden. Wie stark itbrigens die Werte 
des Rest-Kohlenstoffes beeinflubt werden von dem Fillungsmittel, geht aus 
eigenen Beobachtungen hervor, denen zufolge verschiedene Werte erhalten 
wurden, je nachdem das eine Mal Phosphorwolframsiiure der Firma Merck 
und das andere Mal Phosphorwolframsiiure der Firma Kahlbaum yer- 
wendet wurde. 

Beziiglich des Methodischen verweise ich auf eine demniichst er- 
scheinende Arbeit aus meiner Klinik von Lauersen und Voit, die iiber 
weitere Verbesserungen der Kohlenstoffbestimmung berichtet. 
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SchluBbemerkung 
zu den vorhergehenden Ausfiihrungen von W. Stepp. 


Von 
Viktor Ruppert. 


(Aus der medizinischen Universititspoliklinik Bonn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1935.) 


1, Zu der Bemerkung von Herrn Stepp, da8 ich nur seine kleine 
Arbeit mit Sauer zitiere, ist zu sagen, daB die Literatur in den zitierten 
Arbeiten von Stepp und Sauer, sowie in der monographischen Bearbeitung 
von Stepps Schiiler Imhiauser vollstindig angefiihrt ist’). 

2. Die von mir angegebene Methode der Restkohlenstoffbestimmung 
unter Einbeziehung dea Kohlenstoffs der Fette und Lipoide in den Gesant- 
komplex des Rest-C durch Alkohol-Petrolither-Fillung wurde nicht als 
Selbstzweck, sondern zur Klirung bestimmter Fragen des intermediiiren 
Stoffwechsels geschaffen und hat sich uns dabei bestens bewiihrt (vgl. 
Birger, Horn und Ruppert, Arch. f. exper. Path. 178, 282 (1935). 

3. Herr Stepp sagt in seinen Bemerkungen zu meiner Arbeit: ,Je 
besser und vollstindiger wir die stickstoffhaltigen Substanzen des Blutes 
zu erfassen vermégen, um so tiefer wird der Einblick werden, den wir in 
die Vorginge des intermediiren Stoffwechsels tun.“ Das gilt m. E. auch 
fiir den Rest-C, der ja nach Hofmeister, Stepp, Imhiuser u. a. einen 
dem Reststickstoff véllig analogen Begriff darstellt. 

Sopp [Erg. d.inn. Med. 46, 151 (1934)] fand bei umfangreichstem 
Literaturstudium nur 3 Arbeiten, die die Zugehérigkeit des Lipoid-N zum 
Rest-N ablehnen und kommt zu dem Schlu8, da8 der Lipoid-N als Bestand- 
teil des Rest-N anzusehen ist. 

Wihrend der Lipoid-N nur wenige Milligramm betrigt, stellt der 
Kohlenstoff der Fette und Lipoide etwa dreiviertel des Gesamt-Rest-C dar. 
Die vollstindige Erfassung des Nichteiwei8-Kohlenstoffes des Blutes 
in Analogie zum Rest-N muB demnach den Fett- und Lipoid-C mit ein- 
schlieBen. 

4. Direkte Serienbestimmungen von Cholesterin, Phosphatiden und 
anderen fettléslichen Kérpern sind oft wegen der erforderlichen Substanz- 
mengen nicht durchfiihrbar. Dagegen benétigt die Fett- und Lipoid-C Be- 
stimmung nur geringe Mengen (0,5—1 cem Serum), so daB in Kiirze am 
gleichen Individuum Reihenuntersuchungen ausgefiihrt werden kénnen. 


1) Die ausfiihrliche literarische und historische Ubersicht ist auf 
meinen Wunsch nicht mit veréffentlicht worden. Thomas. 


a 
j 
4 


/ \ 


~ 1 
ul 


\ / \ / 
\/ 


of 92- oF of 06 LZ - 
9°% 3 3 Sur ¢cg Sw O18 
a a da Vv 


=% 
| 
q N 
n 
a 
| 
® 
Lew} 
a 
= 
A | 
\ | 
| 


Swot e Sul gc¢ Sug 1Z Sul Z08 


ol 
Bul 


lan 
Sw 919 


oF 93- 


Wo 
g 
co 
i ae 
Ge 
| \ 
2S ‘ 
N \ Do 
& 00 \ 
\ \ ape \ 
an? \ \ 
= \ @ cal \ 
| \ 
\ \ | 
4 ys 
| Pe 
| \ 
\ 
\ De ly 
| 
~ 
\ 7 / 
\ 
\ ape / | 
sp2a | / ES | j 
\/ 
{ nm? | 
| on \ \ y 
i 
/ | 
/ 
! eos. / 
4 
\ ! | 
| 
| noe, Wo 
| 


of La- o6 61 ol of 0% o8 
Su FL 3u Surge Sui Su 97 Su sui 


ol of 


Sw gze 


\ 
\ : \ 
\ \ | 
og - | 
\ 
4 
\ \ © \ 
\ \ \ 
= \ \ Ap? \ 
\ = 80> 
= nN Wo 
\ 5 \ \ 
nN | 
i \ \ \ 
\ ey \ \ \ 
on \ 
mn \ 
| 
\ \ 2. \ | 
\ / \ \ 
: 
\ 
| 
\ a ‘ 
n> \ om 
\ 
| 
/ = | 
“| | 
Qe | 
| 
| 
on i 
| 


Sw tL Sut Surag 
Bugs Sur 1g 


GF Suragt BW 


ho 
ES 
i 
\ 
- 
| 
\ \ \ on 
\ | \ | | 
\ Na \ | | 
\ | 
\ \ May | \ igi 
Wo 2 \ 
| =D a on \ 
N i {\ / ape ail? 
\ a 1 aao ’ 
Noa { 
/ ane \ } 
\ | | / | 
\ \ 
\ | \ | 
Be | PN 
mer 
N N sp? i 
= 
E ail 
nN 
N 


of 
9¢ 
T PIFL “AXXXOO / 00° FZ 
/ 
/ 
/ 
ol 
Sur Sui gg 
#1 Sur Sui 6) 
0882 
o8 
\ oF 
\ 8g SU 
\ 


| 

| 
? MN 


